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序 論
ミ ドリゾ ウ リム シParameciumbursariaは細 胞 内 に 多数 の ク ロ レラ属 に属 す
る緑 藻類(Ch'ore〃aSPP.)を持 つ 単 細 胞 の繊 毛 虫 で あ る。 藻 類 は ゾ ウ リム シ 由
来 の 膜 に包 ま れ て 存 在 し、通 常 は その 消 化過 程 か ら免 れ る こ と に よ って 安 定 し
て 存 在 出 来 る と 考 え ら れ て い る(KarakashianandKarakashian1973,
KarakashianandRudzinska1981,Meieretal.1984)。これ は餌 とな るバ ク
テ リアな どが 同一 細 胞 質 内 で 消 化 され る こ と と対 照 的 で あ る。 ミ ドリゾ ウ リム
シ と藻類 の 間 に は、 藻 類 か らの 光 合 成 産 物maltoseの放 出 とそ の ミ ドリゾ ウ リ
ム シ に よ る利 用 、 ミ ド リゾ ウ リム シ か ら藻類 へ の 窒 素 源 の 供 給 、 ミ ドリゾ ウ リ
ム シ に よ る 藻 類 の 分 裂 制 御 と い っ た相 利 的 な 相 互 作 用 が 存 在 す る と考 え られ て
い る(Karakashian1963,MuscatineandLenhoff1963,Weis1969,Brown
andNielsen1974,Weis1974,1977,Reisser1980,1981,Reisseretal.
1983,TanakaandMiwa1996,WangandDouglas1999)・両者 の 関係 は細
胞 分 裂 や 有 性 生 殖 を 経 て も 維 持 さ れ る 永 続 的 な も の で あ り 、 細 胞 内 共 生
(endosymbiosis)と呼 ばれ て い る(Siegel1960,Karakashian1975)・ミ
ドリゾ ウ リム シ に お け る細 胞 内共 生 関係 の模 式 図 をFig.1aに 示 す 。 この 関係
に お いて は慣 習 的 に 、生 活 場 所 を提 供 して い る ミ ドリゾ ウ リム シ を宿 主(host)、
細 胞 内の 緑 藻 類 を共 生 藻(symbioticalgae)と呼 ぶ 。
藻 類 との 共 生 関係 は ミ ドリゾ ウ リム シ に限 らず 、 繊 毛 虫綱 に属 す る生 物 群 内
で い くつ か の 属 にま た が って 見 られ る 現 象 で あ る 。 また 原 生 生 物 以 外 で も、 ヒ
ドラ や サ ン ゴな どの 刺 胞 動 物 や 他 の 無 脊 椎 動 物 で 藻 類 との 共 生 関係 が 見 られ る・
主 に共 生 藻 とな る の は、 淡 水 域 で は緑 藻 類 のCh/ore〃aSPP.、海 水 域 で は渦 鞭
毛 藻類 のSymbiodiniumSPP.と違 い はあ る が 、 藻 類 一無 脊 椎 動 物 間 で の 共 生 関
係 にお け る宿 主一共 生 藻 間 の 相 互 関係 と して 、McAuley(1994)は次 の4点 を
あ げ て い る。(1)共 生 藻 は 光 合 成 産 物 を細 胞 外 に放 出 し、 宿 主 が それ を 炭 素 源
として利用する。(2)共生藻は宿主の排出 した無機窒素(ア ンモニア)を アミ
ノ酸へと同化 して利用する。(3)共生藻の細胞分裂は宿主 によって制御されて
お り、共生藻 とそれを含む宿主細胞の分裂はほぼ同調 して起 こる。(4)共生藻
は宿主細胞質内に、宿主由来の膜に包まれて存在 している。
このよ うな安定な関係を持 っている一方で、ミ ドリゾウリムシでは、宿主と
共生藻双方の生存にとってお互いの存在は必須ではないことがわか っている。
ミ ドリゾウリムシを暗所で培養すると、共生藻と宿主の増殖のバランスが崩れ
てミ ドリゾウリムシ1細 胞あた りの共生藻数が徐々に減少 し、やがては共生藻
を持たない細胞が現れる(Siegel1960)。また、ミ ドリゾウリムシの細胞を除
草剤であるParaquatで処理 した り、X線 処理する事によっても、同様 に共生
藻を持たない細胞が得 られる(Wichterman1948,Hosoyaetal.1995)。一
方、宿主の細胞から取 り出した共生藻も、適当な栄養分を調製 した培地上で培
養可能である(Weis1978,1979,WeisandAyala1979,Takedaetal.
1998)。ここでは便宜上、共生藻を持つ ミ ドリゾウリムシの細胞を緑色細胞
(green)、持たないものを白色細胞(white)と呼ぶ。
白色ミ ドリゾウ リムシ細胞では、緑色細胞か ら直接単離 した共生藻や単離後
培養 した共生藻を外液 に懸濁させて経 口的にあたえると、共生関係が回復する
ことが知 られている。 これを共生の再確立(re-establishment)或いは共生藻
の感染(infection)と呼ぶ(WeisandAyara1979,Reisser1980,Ayaraand
Weis1987,MeierandWiessner1988,1989)。この過程の観察か ら、共生
藻はまず細胞口か ら食胞 に取 り込まれる。通常の消化過程で食胞はacidsome
と呼ばれる小胞の融合で酸性化され、続 いて消化酵素を含む リソソームが融合
して内容物が消化される。 白色細胞に取 り込 まれた単離共生藻も、多くはこの
一連の過程を経て消化される。 しかし、取 り込まれた共生藻の一部は リソソー
ム融合前 に食胞か ら出芽方式で新たな小胞へと単離 される。この共生藻を含む
ロ
新 た な 小 胞 はperialgalvacuoles(PV)と呼 ば れ 、 細 胞 内で の 消 化 か ら免 れ る。
こうして共生藻は宿主細胞内で分裂 ・増殖が可能 とな り、やがて細胞内共生が
確立すると考え られている(MeierandWiessner1988,1989)。共生関係の
再確立過程をFig.1bに模式的に示 した。
細胞内共生関係が成立し安定化する過程では、宿主による共生藻の認識、消
化過程か らの離脱と共生藻の細胞内環境への順化、宿主細胞内での共生藻の分
裂 とその制御等様々な段階が考えられている(RahatandReich1984)。現在
までの研究で、宿主による共生藻の認識に細胞表面の物質が関与していること、
共生藻の放出する光合成産物が共生の成立に一定の役割を果た していることな
どが報告されている(KarakashianandKarakashian1973,Weis1978,1980,
MeintsandPardy1980,Takeda1995,Takedaetal.1998)。しか し、宿主
が共生藻を認識する機構や、細胞内で共生藻を維持する具体的な機能 について
は不明のままである。
1997年に山形県寒河江市において、野外か ら細胞内に共生藻を持たないミ
ドリゾウリムシの細胞(strainYsa2)が採集 された。ミ ドリゾウリムシと共生
藻の関係が安定で永続的であることから(Siege11960)、この細胞では共生関
係を維持する機能 に異常が生 じ、結果として共生藻 を失った白色細胞になった
可能性があると考えられた。この細胞を用いて感染実験を行った ところ、共生
藻を感染 させることはできるが共生関係を安定 して維持できない細胞であるこ
とが示された(TonookaandWatanabe2002)。この結果はまた、共生藻の
維持にゾウリムシ側の働きが存在することも併せて示 した。これ らの結果を第
一章で述べる。次いで、Ysa2細胞が持つ形質の遺伝学的解析を行った。これ
を第二章で述べる。第三章では、ミ ドリゾウ リムシによる共生藻の維持機構を
明らかにするために、宿主内での共生藻の増殖 に着 目し、共生初期細胞系(白
色細胞 に共生藻を感染させた状態の細胞)を 作成 した。この細胞系を用い、ど
のような因子が共生藻の分裂増殖を規定 しているのかを探索 した。これ らを総
合 して、ミ ドリゾウリムシによる共生藻の維持機構を議論 した。
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第一章
野外から採集された白色ミドリゾウリムシ株の形態学的解析
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序 論
ミ ドリゾウリムシParameciumbursariaとその内部共生藻との関係は、安定
で永続的なものであることが知られている(Siegel1960)。人為的な操作によ
り共生藻を持たないゾウ リムシも単離された共生藻も単独で培養可能であるが、
自然条件下で共生藻を持たないミ ドリゾウリムシはこれまで報告されてこなか
った。1997年に山形県寒河江市において、宮城教育大学の荒木多賀子さんに
より共生藻を持たないミ ドリゾウリムシの白色細胞(strainYsa2)が自然条件
下で採集された。これ らの細胞はミ ドリゾウリムシと接合中の状態で発見され、
更 にそれ を含んでいた水サ ンプルからは緑色細胞と他の白色のミ ドリゾウリム
シ様細胞も発見、単離 された(Fig,2)。一般 に共生関係が安定であることから、
自然発生 した白色細胞であるYsa2は 共生藻を維持する機能に何 らかの変異が
生 じ、,その結果共生藻を失ったのではないかと考えられた。
多くの過程か ら成る複雑な細胞の機能を解析する際、例えば突然変異体のよ
うな、その過程のある部分に機能の変異を持 った材料を用いることで、個々の
段階を明らかにするといった手法が有効な場合がある。ミ ドリゾウリムシは、
共生藻を持たない株を作成できることが示すように、細胞内共生の成立 ・維持
機構をこのよ うな手法 によって解析するための材料と成 り得る。共生関係への
依存度が高い場合、その機能の変化は即細胞の死 につながるが、ミ ドリゾウ リ
ムシでは共生藻 に対する依存度が比較的低いため、このような機能変化、そ し
てその解析が可能であると考え られる。 しか し、ミ ドリゾウリムシの共生関係
において、変異株を得てそれを解析するといった研究は、現在までなされてい
ない。
本研究では、まず、 この野外か ら採集 された白色のミ ドリゾウ リムシ株が共
生を成立 させ維持できるかかどうかを、感染実験によ り調べた。またその過程
の形態学的な観察を行った。
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材料と方法
株
実験に用いた ミ ドリゾウリムシの株は以下の通 りである。Ysa2株は野外か
ら得られた白色細胞であ り、山形県寒河江市で採集された。感染実験の対照と
してSj2w株,Kzlw株を用いたが、これらの株は緑色細胞を暗所で培養するこ
とによって共生藻を除いた白色細胞である。 こうして得 られた 白色細胞 に単離
共生藻を与えると、白色細胞はそれを細胞内に取 り込み、共生関係を回復する
ことが予備実験 により確認されている。感染実験用の共生藻としてはGr3株,
KM2株およびT316株か ら単離 したものを用いた。Ysa2は宮城教育大学の荒
木多賀子さんか ら、Sj2w,Kzlw,T316およびKM2は 茨城大学の三輪五十二
教授か らそれぞれ頂いた。Gr3は野外か ら採集 した株同士をかけ合わせて得 ら
れた子孫である。
細 胞 培 養 法
ミ ド リ ゾ ウ リム シ の 培 養 は 、 ゾ ウ リム シ 用 生 理 的 塩 類 溶 液 で あ るDry1's
solution(Dryl1959)の改変 、K-DS(2.OmMクエ ン酸 ナ トリウ ム,1・4mMリ
ン酸 水 素2ナ トリウム,0.69mMリ ン酸1カ リウム,1.5mM塩 化 カ ル シ ウ
ム)に レタ ス ジ ュ ース を加 え 、 餌 と してバ ク テ リア κ1ebsie〃∂ ρneumoniaeを
植 え たHiwatashj'slettucejuicemediumを用 いた(Hiwatashi1968,Yanagi
1992)。培 養 は また24℃ 、12時 間 の 明/暗 周 期 で 行 い、 光 源 には18wの 蛍
光 灯(光 強度17.6μeinsteinm-2s-1)を用 いた 。 試 験 管 に4mlの 予 め 培 養 し
た ゾ ウ リム シを 入 れ 、1日 毎 に2,4,4,6,6,2mlの培 養 液 を 加 え た 。 最 後 の
2mlを加 え た 翌 日に細 胞 は定 常 期 に入 り、接 合 活 性 を示 す 。こ の試 験 管 か ら4ml
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を次の試験管に移 して培養することで、クローンを継代 した。
共生 藻 の単 離
共 生 藻 の 単 離 法 は 、 共 生 藻 を 持 つ 淡 水 産 刺 胞 動 物Hydraviridis(green
hydra)にお け るMcAuleyのSDS一法(McAuley1987)をミ ドリゾ ウ リム シ
用 に改 変 して行 った。
培 養 した 緑 色 細 胞 を 手 回 し遠 心 機 で 集 め た 後 、1.5mlチ ュ ー ブ に 移 し、
0.1%SDSで処 理 して ゾ ウ リム シの 細 胞 を破 砕 した 。6000rpm,2min遠心 し
て 上 清 を 除 き、0.05%SDSinK-DSに5分 間懸 濁 させ た。 この操 作 によ り、
共 生 藻 以 外 の不 純 物 を除 いた 。6000rpm,2minで遠 心 の後 上 清 を 除 き 、K-DS
で3回 共 生 藻 を 洗 いSDSを 取 り除 いた 。 最 終 的 に1mlK-DSに 共 生 藻 を懸 濁
させ 、 感 染 実 験 に用 いた 。 な お 、 このSDS処 理 を含 む一 連 の操 作 に よ って も、
共 生 藻 は 感 染 能 力 を保 持 して い る こ とが 予 備 実 験 に よ り確 認 され た 。
感染実験
単離 した共生藻と白色細胞を用い、新たに共生関係を確立させる感染実験を
行った。方法は以下の通 りである。実験は24℃ 、恒明条件の恒温器中で行っ
た。
白色細胞を手回 し遠心機で集め、細胞密度を測定 した。これ らの細胞 と単離
した共生藻を用い、1.5mlチューブに1000個体の白色細胞 と2×106細胞の
共生藻を含む感染実験処理液1mlを 調製した。 このチューブを24℃ の恒温器
に移 し、5時間放置 した。この間にゾウリムシは共生藻を食胞内に取 り込んだ。
次いで、ゾウリムシの細胞をK-DSで3回 洗い、細胞外の共生藻を除いた。細
胞を1ml培養液に懸濁 し試験管に移 した。共生藻を取 り込ませる時間、共生藻
の密度 とゾウリムシ細胞密度の割合などは、WeisandAyala(1979)の論文
を参考にした。
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共生藻を取 り込ませた細胞に1日1-2mlの 餌を加え、培養を継続 した。通
常、取 り込まれた共生藻の内あるものはゾウリムシ細胞内で次第 に増殖 し、最
終的に白色細胞は緑色細胞 となった。感染細胞集団か ら数 日おきに20-50細
胞を抽出し、細胞内の共生藻の有無を蛍光顕微鏡で観察 した。生きている共生
藻は光学顕微鏡下で鮮緑色の小粒として観察 され、紫外線照射により強い赤色
の自家蛍光を発するので、死んだ共生藻(褐 色、薄榿色の 自家蛍光)や 食胞(無
色、薄檀色～ 白色の 自家蛍光)と 区別できる。 これに基づいて、共生藻の保持
率(Retentionrate)や細胞 内共生藻数の経時変化を測定 した。感染実験にあ
た っては、単離 した共生藻をYsa2と 対照の白色細胞(人 為的に緑色細胞から
得 られたもの)に 同時に与え、その後の経過を合わせて追跡 した。
感染細胞の単離培養(dailyisolationculture)
感染実験 において、外来の共生藻を取 り込んだ ミ ドリゾウリムシの細胞や細
胞 内の共 生 藻 の 存在 状 態 が どの よ うに変 化 す るか を確 か め るた め に、
Sonneborn(1950)の方法 に従 って共生藻を取 り込んだ集団中か らゾウリム
シ細胞を単離 し、デプレッション ・スライ ドグラス上で培養 した。1日 ごとに
新 しい培養液に細胞を移 しつつ、細胞の状態を顕微鏡にて観察 した。
蛍光染色
共生藻処理後のYsa2の 細胞を詳細 に観察するために、アクリジンオ レンジ
(AO)を用いた細胞の生体染色を行 った。細胞培養液10mlを プラスチ ック
遠心管に取 り、AOを終濃度0.5μ9/mlになるように調製 した。2分間放置 し、
その後K-DSで2回 細胞を洗った後、K-DSに懸濁 し10分 間放置 した。この
間にAOは 細胞内に取 り込まれた。スライ ドグラス上に細胞を取 り、蛍光顕微
鏡下で紫外光、または紫色光によるAOの 自家蛍光を観察 した。AOは 弱塩基
性であ り、pHが酸性の細胞小器官に特異的に取 り込まれるため細胞内pHの 指
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示 薬 と して利 用 され る。 ゾ ウ リム シの 細 胞 で は 、 酸 性 化 され た 食 胞 、 トリコ シ
ス トと呼 ば れ る分 泌 小 胞 な ど の 染 色 に用 い られ て い る(AllenandFok1983,
BuschandSatir1989)。
透 過 型 電 子 顕微 鏡 によ る観 察
感 染 実 験 の 際 、Ysa2で 見 られ た 凝 集 塊 を持 つ細 胞 を1.25%グ ル タ ル アル デ
ヒ ド(0.5Mリ ン酸 緩衝 液,pH7.2中)で1時 間 固 定後 、同 じ緩 衝 液 で 洗 浄 し、
1%オ ス ミ ウム酸(0.5Mリ ン酸 緩 衝 液,pH7.2中)で1時 間 、後 固 定 した。
緩 衝 液 で 洗 浄 した 後 、アル コー ル で 脱 水 し、Spurr(1969)の低 粘 性 樹 脂(TAAB
社,Spurrkit)に包 埋 した 。 超 薄 切 片 を2%酢 酸 ウラニ ル 水 溶 液 と クエ ン酸 鉛
で 二 重 染 色 した 後(Reynolds1963)、日立 電 子 顕 微 鏡(H8100,加 速 電 圧
75kV)で観 察 した。
結 果
Ysa2の形態
実験に先立って、Ysa2が真 にミ ドリゾウリムシの細胞であるかどうかを検
証 した。細胞の外形はミ ドリゾウリムシ様であり(Fig.2)、核染色によりこの
細胞はミ ドリゾウリムシ同様1大 核1小 核を持っことが明らかとなった(Fig.
3)。またYsa2は、syngen(種内群)1の 接合型1,Il,IVの細胞と交配反応を
示 し、lllの細胞 とは交配反応を起 こさなかった。 これらの結果か ら、Ysa2細
胞はsyngen1に属 し接合型111を持つミ ドリゾウリムシの細胞であると示唆さ
れた。更なる検証は、遺伝学的解析の過程で行 った。
感染実験
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緑色細胞から単離 した共生藻を与えた直後、Ysa2と対照の白色細胞(人 為
的に緑色細胞か ら得 られたもの)は ともに多数の共生藻を細胞内に持 っており、
この時点で明確 に識別可能な差異は見 られなか った(Fig.4a,b)。しか し共生
藻を与えて2-3日後から、感染Ysa2細胞集団の中に凝集塊を持つものが現れ
た(Fig、4c,d)。凝集塊の数や大きさは細胞によって大きな幅があ り、1つ の
凝集塊中に含まれる共生藻数 も同様に幅があった(Fig.4e-h)。巨大な凝集塊
を持つ細胞を単離 し、dailyisolationcultureによってその運命を追跡 したとこ
ろ、細胞の変形や分裂異常が しば しば生 じ、多くの場合に細胞死が引き起こさ
れることが確かめられた。また、感染Ysa2細 胞では共生藻が細胞の後半部に
偏在する傾向も見 られた。凝集塊を持つ細胞の分裂時には共生藻の不均等な分
配が しば しば観察され、最 も極端な場合 には共生藻を持つ細胞か ら全く持たな
い白色細胞が生 じた(Fig.5)。凝集塊を持つ細胞のdajlyisolationcultureを
行った結果、これ らの細胞は細胞分裂で凝集塊を持つ細胞、共生藻は持っが凝
集塊は持たない細胞、共生藻を持たな い白色細胞を生 じた。このような現象は
ミ ドリゾウリムシとミ ドリゾウリムシ由来の共生藻を用いた感染実験では過去
に報告がなく、Ysa2に特有の性質である事が示された。
一方、Ysa2を用いた感染実験では、全細胞中に占める共生藻を保持 してい
る細胞の割合(Retentlonrate)はGr3由来の共生藻を用いた時に対照の白色
細胞よりも大巾副こ減少 した。40日 後 における共生藻の保持率は、対照の白色
細胞で約90%、Ysa2では約45%だ った。ミドリゾウリムシの感染実験では、
用いた共生藻の由来によって感染後の保持率が変動することが報告されている
(Siegel1960,Weis1978,1979)。Ysa2で観察された凝集塊の形成と保持
率の低下が、由来を異にする共生藻で も同様 に起こるかどうかを確かめるため
に、異なる場所で採集された緑色細胞由来の共生藻を用いて同様の再感染実験
を行 った。T316由来の共生藻を用いた感染実験の結果、Ysa2とSj2wの間で
保持率に差が見 られなかった(保 持率は約70%)。 しかし、この場合において
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も、Ysa2では感染数 日後か ら凝集塊の形成が観察 された。また、Sik1-2由来
の共生藻を用 いた場合 にも、Ysa2の共生藻保持率は低下せず、凝集塊は形成
された。
いずれの感染実験で も、保持率の低下はあるものの共生藻はYsa2の細胞内
に長期間(40日 以上)存 続 し、維持された。これ らの再感染実験の結果から、
Ysa2の持つ最 も顕著な形質は、感染時における共生藻凝集塊の形成であるこ
とが示された。(TonookaandWatanabe2002)。
凝集塊の形態学的観察
透過型電子顕微鏡の観察 により、ミ ドリゾウリムシの緑色細胞 においては、
個々の共生藻がperialgalvacuole(PV)と呼ばれる宿主由来の小胞に包まれ
て存在 していることが明らかにな っている(Karakashianetal.1968,Meieret
al.1984)。Ysa2に共生藻を再感染させたときに現れる共生藻凝集塊が、単 に
PVが集合 したものか、それともPVの 膜が融合 しているのかが詳細 に観察され
た。Ysa2の共生藻凝集塊を透過型電子顕微鏡で観察 した結果、これらの共生
藻を包んでいる膜が少なくともその一部で融合 しているのが観察 された(Fig.
6)。融合の度合は凝集塊間で大きく異なり、PV膜の一部が融合 しているもの、
PV膜 同士が完全 に融合 して一つの巨大な小胞が形成されているものが観察 さ
れた。(Fig.6)また、共生藻凝集塊中では、共生藻細胞壁の断片も観察 された
(Fig.6d)。
ミ ドリゾウリムシの細胞内では、バ クテ リアな どの餌は消化 される一方で、
通常共生藻はその消化過程か ら免れている。凝集塊中に共生藻細胞壁の断片が
み られることか ら、共生藻が凝集塊中で消化されている可能性が考え られた。
ゾウリムシの細胞では、細胞ロから切 り出された食胞にacidsomeと呼ばれる
小胞が融合 して、食胞が酸性化 され ることが知 られている(AllenandFok
1983)。一方で、ミ ドリゾウリムシ同様細胞内に共生藻を持つgreenhydraの
??
細胞では、共生藻を含む小胞は酸性化されていないと報告されている(Randset
al.1992)。そこで、細胞 内の酸性化部位の指示薬 として知られている蛍光色
素アク リジンオ レンジ(AO)を 用いて、緑色細胞 と凝集塊を持つ細胞の染色
を行った。その結果、緑色細胞では、食胞と思われるいくつかの小胞がAOに
よる染色性を示 したがPVは 染められず、ミ ドリゾウリムシでもgreenhydra
と同様にPVは 酸性化されていないことが示された(Fig、7)。一方、Ysa2の
共生藻凝集塊は、細胞外の栄養分や餌が少ない定常期(stationaryphase)に
おいてはAOに より染色されなかった(Fig、8)。これは共生藻凝集塊がpvと
同様酸性化 されていないことを示 している。反対に細胞外に餌となるバ クテ リ
ァが豊富な条件下(logphase)、すなわち食胞の形成が活発に起 こっていると
考えられる条件では、PVや共生藻凝集塊にもAOに よる染色性が見られた(Fig.
8)。
細胞の飢餓処理
AOに よる染色性が細胞外の栄養条件によって異な っていた事か ら、凝集塊
の形成が食胞の形成や細胞内消化と関連 して起こっている可能性が考えられた。
そこで、凝集塊を持つYsa2の 細胞に餌 となるバクテ リアを与えない飢餓処理
を行い、形成された凝集塊の動向を追跡 した。この実験にはT316由 来の共生
藻を感染させ、共生藻処理後10日 以上経過 したYsa2細 胞を用いた。飢餓処
理を行う前には、これらの細胞のうち約8割 が共生藻を保持 しており、共生藻
を保持 している細胞のうちの約半数が凝集塊を形成 していた(Fig.9,0day)。
これ らの細胞を含む培養液を試験管2本 に4mlず つ植え継ぎ、片方には毎 日
2mlの培養液を加え(fed)、もう片方にはK-DSを2mlずつ加えることで飢餓
処理(starved)とした。共生藻処理後のYsa2の 細胞を、(1)共生藻を持た
ない白色の細胞(white)、(2)共生藻を保持 し凝集塊を形成 して いる細胞
(cluster)、(3)共生藻を保持するが凝集塊を生 じていない細胞(dispersion)、
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の3種 類 に分類 し、飢餓処理をかけたものとかけないものでその後の細胞の割
合を調べた。その結果、飢餓処理をかけた細胞では凝集塊を持つ ものの割合が
時間の経過とともに減少 した(Fig,9)。飢餓処理後10日 まででは、対照と飢
餓処理とで共生藻保持率 に差は見 られなかった。 この結果は、凝集塊を持っ細
胞の割合の減少が、共生藻を保持するが凝集塊を持たない細胞の割合の増加と
連動 して起っている事を示 している。
考察
感染実験
ミ ドリゾウリムシの緑色細胞から単離された共生藻とYsa2株を用いた感染
実験で、共通 にかつ最も顕著 にみ られた現象は、細胞質内における共生藻凝集
塊の形成であった。共生藻を取 り込んだ直後の細胞の観察では、対照 に用いた
白色細胞 と明瞭な差異は見 られず、Ysa2の細胞 においても感染初期の部分に
は異常がないことが考えられた。
共生藻凝集塊の形成 にっいては、二通 りの形成過程が考えられる。第一は、
PVに単離された共生藻がその後分裂するが、分裂 した共生藻が再び新たなPV
に単離 されず、それを繰 り返すことによって多数の共生藻を含む小胞が形成さ
れた場合。第二は、単離されたPV同 士が融合 し、凝集塊が形成 された場合で
ある。共生藻処理後1-2日 という短い時間で、多数の共生藻を含む凝集塊が形
成されていること、部分的に融合 したPVが 電子顕微鏡観察で見 られたことか
ら、第二の説明の妥当性がまず考えられた。
再感染実験を行 うに際 しては、用 いる共生藻によって感染率が変わることが
知 られている(Siegel1960,Weis1978,1979)。細胞内共生が確立する条件
の うちの少 な くな い部 分 が 、 共生 藻 の側 に あ る こ とも議論 され て いる
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(KarakashianandKarakashian1973,Weis1978,MeintsandPardy
1980)。Gr3から単離された共生藻で見られた共生藻保持率の低下がT316由
来の共生藻で見 られなかったことは、それぞれの共生藻が持つ共生の再確立に
寄与する性質が異なっていた、という可能性がある。T316由来の共生藻を用
いた再感染実験においては、凝集塊を持つ細胞で も凝集塊に含まれない単独の
共生藻が多く観察されたため、Gr3由来の共生藻で見られたような共生藻凝集
塊の不均等な分配による白色細胞 に出現が起 こりにくく、共生藻保持率も低下
しなかったことが考えられる。
共生藻凝集塊
透過型電子顕微鏡での観察から、共生藻凝集塊ではPVの 膜同士が融合 して
いるのが観察 された。また、凝集塊中では共生藻の細胞壁の断片が観察された。
これらの事から、まず、凝集塊中で共生藻が消化されているのではないかと考
えられたが、AOに よる染色では凝集塊は食胞の様 に酸性化 されておらず、む
しろPVに 近い性質を持つことが示された。凝集塊を持つ細胞のdailyisolation
cultureによっても凝集塊 中に含まれる共生藻が消化 されて凝集塊が消失する
といった現象は観察されなか った。細胞壁の断片は、再感染過程で食胞 に取 り
込まれた共生藻が消化される際に観察されるが、共生藻の分裂時にも同様 に観
察 される(Karakashianetal.1968,MeierandWiessner1989)。これは、共
生藻の分裂様式が4分 胞子(tetraspore)形成型であ り、娘細胞は常に親細胞
の細胞壁を壊 して生 じるためである。緑色細胞では、4分 胞子は速やか に個々
のPVに 単離され残 った細胞壁は細胞内消化か細胞肛門か らの排出によって除
去 されるが、凝集塊中ではこれが起こらずに細胞壁が残った可能性がある。 こ
の点から、上述 した凝集塊形成過程の第一の可能性、すなわち凝集塊中で共生
藻が分裂を繰 り返 しその数を増すという可能性 も妥当であると考えられた。特
に細胞死を引き起 こす様な巨大な凝集塊においては、緑色細胞に含まれる数(平
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均350)よ りもはるかに多くの共生藻(最 大1000以上)が 確認 されており、
ある凝集塊中では共生藻の過剰な増殖が起こっていることを示唆 している。こ
れ らのことか ら、感染Ysa2細胞における凝集塊の形成は、単離 されたPV同
士の融合とその中での共生藻の分裂という二つの側面があると考え られた。
共生藻凝集塊やその中の共生藻は消化 されずに存続するが、凝集塊の形成と
細胞内消化が関連 している可能性が考え られる。AOの 染色性は細胞外の栄養
条件の違いによって変化 し、また、飢餓処理によって凝集塊を持つ細胞の割合
が減少 した。この時共生藻を持っ細胞の割合は変わ っていない事から、凝集塊
を持つ細胞の減少は持たない細胞の増加を伴 ってお り、凝集塊を持つ状態と持
たない状態が同一の細胞中で可逆的に変化する事が考えられた。各凝集塊で膜
融合の度合が異なっていた という電子顕微鏡の観察結果も、この可逆性を支持
すると考えられる。
pv・と食胞は、Fig.1に示す様に由来を同じくしているにもかかわらず前者
は消化過程を免れ、後者は リソソームの融合 によ り内容物が消化される。この
違 いは両者の膜の構成成分の違 いによると考え られているが、具体的に何が異
な っているかは現在のところ明 らかではない。いずれにせよ、PV膜 は食胞膜
から由来 し、細胞内共生の成立過程のどこかでその性質、または膜の構成成分
を変化 させていると考え られて いる(KarakashianandKaralashian1973,
KarakashianandRudzinska1981)。これまでの研究で得られた結果と、今回
得 られた結果の対比から考察 されるYsa2の凝集塊に関わる形質は以下のよう
なものである。Ysa2では、共生藻を認識 しそれをPVに 単離する作用は働いて
いる。この点は緑色細胞や人為的に得 られた白色細胞とYsa2との間に差はな
い。その一方で、Ysa2はPVの膜かPVを 維持する機構のどこかに変異を生じ
ていて、細胞内で一度単離されたPVが 融合する。AO染 色や凝集塊を持つ細
胞の飢餓処理の実験結果か ら、消化過程において食胞に付加される何 らかのシ
グナルがYsa2においてはPVに も付加され、その影響でPV同 士が融合する
15
という可能性が考え られる。緑色細胞においては阻害 されているこれ らのシグ
ナルの付加が、Ysa2では起 こっているとするものである。感染Ysa2細胞にお
いて、通常の培養条件下ではPV融 合とPVへ の共生藻の単離の機構が同時に
働 いてお り、PVの 形成 と凝集塊の形成がいわ ば競合 しあ う形で継続 している
と考えられる。凝集塊を持つ細胞のdailyisolationcultureの結果もこの考え
を支持する。餌が不足 し飢餓状態になると、消化過程に伴って起こっていたPV
の融合が停止する一方、PVの 形成作用は続行するため、結果的に共生藻凝集
塊が消失 したと考え られる。共生藻凝集塊の形成と消失は細胞内消化過程を介
してつながっている可逆的な ものであることが示唆された。
野外か ら採集された白色細胞の形質
ミ ドリゾウリムシと共生藻との関係は安定で相互的かつ永続的であり、自然
条件下で常 に共生藻を持 った状態であるとこれまで考え られてきた(Siegel
1960)。従 って、共生藻を持たないミ ドリゾウ リムシ細胞が野外か ら採集 され
た ことはこの考えに当てはまらないものであり、 自然条件下において共生藻を
維持できなくな ったためにこのような細胞が生 じたのだと想定 された。単離共
生藻を用いた感染実験で、Ysa2は長期間にわたって共生藻を維持することが
できたが、その一方で共生藻凝集塊の形成や不等分配、それに伴 う白色細胞の
形成という、「共生関係を安定に維持できない」という性質も示 した。
ミ ドリゾウリムシを用 いた感染実験において、藻類の凝集塊が形成される現
象は過去 にPringsheim(1928)やKarakashian(1963)によって報告 され
ている。また共生藻を持つgreenhydraにおいても、同様の報告がある(Rahat
andReich1984)。これ らの研 究 によ る と、 あ る種 のfree-livingalgae
(Sticochocus,Hormid「ium,Ch/ore〃a)や緑色下毛類(ミ ドリゾウ リムシとは別
分類群に属 し共生藻を持っ繊毛虫)由 来の共生藻を白色細胞に感染させた場合、
取 り込 まれた 藻類 が ゾ ウ リム シ細胞 内で凝集塊 を形成す る。Karakashian
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(1963)は報告の中で、新た に形成 された共生を"infectionwithunusual
characteristics"と呼び、凝集塊 を持った細胞の増殖が緑色細胞 と白色細胞の
中 間 の 値 を 示 す 事 か ら 、 こ の 共 生 関 係 が 完 全 な 共 生 と 非 共 生 の 間
の"intermediate"な状態であるとしている。そ して、 ミ ドリゾウリムシとある
種の"externalalgae"との間に見 られたこの現象を、host-symbjont間の特異
性で説明 しているが、それ以上の検証はなされていない。今回Ysa2で 観察さ
れた現象は彼らの記載に合致するが、決定的に異なるのは用いた共生藻がミ ド
リゾウリムシ由来の共生藻という点である。凝集塊 はYsa2を用いた全ての感
染実験(共 生藻は異なる緑色細胞か ら単離 された)で 形成されたため、凝集塊
の形成はPringsheim(1928)やKarakashian(1963)の場合のように藻類
の側ではな く、Ysa2の細胞 自身にその原因があると考え られた。すなわち、
本来な ら共生のパー トナーであるべき相手とYsa2は安定な共生関係を維持で
きない、ということを本研究の結果は示 している。凝集塊形成 という、ある種
の外来藻類に対する反応を共生藻に対 して行 うことか ら、共生藻を認識する機
構 に変異が生 じた可能性が考えられる。また感染初期の凝集塊中で、宿主の細
胞死を引き起 こすような共生藻の過剰な増殖が起きていた事実か ら、共生藻の
増殖を制御する機能に変異が生 じた可能性 も示唆 された。一方で、Ysa2は他
の ミドリゾウ リムシの細胞と同様培養が可能であ り、食胞の形成や 自身の細胞
分裂そのものには異常が見られなかった。 この事実から、Ysa2に生 じた異常
は 「共生の維持」に限定された変異であることが示 された。
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第二章
野外から採集された白色ミドリゾウリムシ細胞の遺伝学的解析
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序論
第一章 において、野外か ら細胞内に共生藻を持たないミ ドリゾウリムシの株
(strainYsa2)が採集されたこと、及びこの株を用いた感染実験の結果を報告
した。実験の結果、Ysa2は細胞内に長期間(40日 以上)共 生藻を維持できる
が、その間に緑色細胞では決 して見られない共生藻の凝集塊を形成すること、
凝集塊を持った細胞では分裂時に共生藻の不均一な分配が生 じ、最も極端な場
合には共生藻を持っ母細胞か ら持たない娘細胞が生 じることが明らかとなった
(TonookaandWatanabe2002)。これ らの結果は、Ysa2が共生藻を維持す
る機能 に何 らかの変異を持つ事を示 した。また、Ysa2での凝集塊形成が全て
の感染実験(共 生藻は由来の異なる様々な緑色細胞か ら単離された)で 観察さ
れた事実か らも、共生藻ではなくYsa2の細胞 自身に凝集塊形成や共生藻の不
等分配を引き起こす原因があると考えられた。
一般に、ある細胞に生 じた機能の変異はそれを制御する遺伝子 に変異が生 じ
た結果であることが多い。また、 このようにして生 じた変異(突 然変異)を 材
料として用い、ある生物や細胞が持つ機能を明 らか にする方法は有効である。
実験材料 としてのミ ドリゾウリムシとその細胞内共生の問題は、共生の成立過
程や宿主 による共生藻の認識に焦点を当てた研究が多く、これまでは共生の成
立条件や共生成立の形態学的側面が明らかにされてきた。しか し遺伝学的には、
ミ ドリゾウリムシにとっての性別である接合型の遺伝様式が明 らかになってい
るのみである(SiegelandLarison1960)。また、藻類を共生者とする共生関
係(Alga-invertebratesymbiosisと称される)に 限れば、細胞 内共生の成立
や維持に対する遺伝学的な研究は進んでいない。
野外から採集された白色株Ysa2は 、共生関係の維持 に変異を持つと考えら
れた。もしこの形質が遺伝子支配であるな らば、これまで扱われて来なかった
遺伝学的視点か らの共生関係の解析が可能 になる。そこで、Ysa2が示 した形
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質が、ある遺伝子座に生 じた突然変異によるものかどうかを明らかにするため
に、Ysa2と他のミ ドリゾウリムシ株をかけ合わせ、更にここで生 じたF1細 胞
同士をかけ合わせF2細 胞を得る遺伝学的な解析を行 った。
材料と方法
株、細胞培養法、感染実験
遺伝学的解析に用いた株は以下の通 りである。Ysa2(接合型lll)は野外から
採取された白色細胞であ り、山形県寒河江市で得 られた。かけ合わせの相手と
しては緑色細胞であるT316(接合型IV),KM2(接合型1)を 用いた。Ysa2
は宮城教育大学の荒木多賀子 さんから、T316は茨城大学の三輪五十二教授か
らそれぞれ頂いたものである。かけ合わせで生 じた白色細胞については、単離
共生藻を与える感染実験を行い共生関係を確立できるかどうか確かめた。感染
実験の方法は第一章で述べたものに従った。
Ysa2の遺伝学的解析
第一章で明らかになった、Ysa2の持つ形質が遺伝的に支配されているかど
うかを検証するために、Ysa2を他の株と交配させてF1を 得、更 にF1同 士を
かけ合わせるという遺伝学的解析を行った。方法は以下の通 りである。
定常期に入ったYsa2の細胞を、かけ合わせる相手の細胞 とデプレッシ ョン ・
スライ ドグラス上で混合 し、24℃、5-10時間置いた。 この間に形成された接
合対を1対 ずっK-DSに移 し、二 日後接合過程を終了し離れた接合完了体細胞
を培養液の入った96穴 マルチプレー トに単離 した。細胞数が増えたところで
試験管に移 し、定常期 に入った後、接合活性を持った別の細胞(tester)と混
合 して接合活性の有無をテス トした。有性生殖が成功 した場合、増殖 した細胞
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は接合活性を持たない未成熟状態とな り交配反応を示さない。 しか し、 ゾウリ
ムシにおいては、接合完了体の中にも新大核が分化せずに旧大核が再生 し分裂、
増殖する場合がある。この現象は大核再生(macronuclearregeneration=MR)
と 呼 ば れ 、 こ う して増 殖 した 細 胞 は 有 性 生 殖 が 成 功 した 細 胞(new
macronuclearreproduction:NR)と異なり接合活性を示す。 これ らの細胞は
親細胞の表現型を示すため、遺伝的解析をする上で排除する必要がある。有性
生殖が成功 した細胞 としなかった細胞が外部か らは判別できないために、ゾウ
リムシの遺伝学的解析ではこのようなテス ト(MRtest)が必要となる。未成
熟な期間は接合後約50分 裂、試験管培養では約1-3ヶ 月間で、接合活性が表
れるまで試験管での培養を続けた。F2に ついては共生関係に関する形質に注
目したため、必ず しも全ての子孫細胞を接合活性が表れるまで培養 したわけで
はない。SiegelandLarison(1960)によって明らかにされた、 ミ ドリゾウリ
ムシにおける性の遺伝様式は次の通 りである。ミ ドリゾウリムシ(syngen1)
の性(接 合型)に は2つ の遺伝子座が関与 してお り、その組み合わせにより4
種類の性が存在する。接合型はメンデル式に遺伝 し、優性の法則、分離の法則、
独立の法則に従う。ある接合型を持つ細胞は、他の3つ の接合型の細胞 と交配
反応を起 こし、生殖が可能である。各接合型の遺伝子型は、次のように記載さ
れている。接合型1;遺伝子型[A-B-]、接合型ll;[aaB-]、接合型Hl;[aabb]、接
合型IV;[A-bb]。
結果
雑種第一代(F1)
第一章で述べたYsa2の 示す共生藻の維持に関する特性が遺伝的なものであ
るかどうかを明 らかにするため、他のミ ドリゾウリムシとかけ合わせて遺伝学
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的解析を行 った。緑色細胞であるT316(接合型IV,遺伝子型AAbb),KM2
(1,AaBb)をYsa2(Ill,aabb)と接合させ、接合を完了 した細胞を単離培養
してその表す形質を追跡 した。緑色細胞と白色細胞の接合 による有性生殖では、
減数分裂 によって生じた半数体核が一回分裂 し、その うち一個のみが交換され
る。一方で細胞質中の共生藻は交換 されない。よって通常このかけ合わせでは
理論上遺伝子組成を同じくする緑色細胞と白色細胞が生 じる(Siegel1960,
SiegelandLarison1960)。T316とYsa2のかけ合わせでは、生 じた全ての
F1子孫が接合型IV(Aabb)を示 した。単離 した細胞のうち試験管培養まで生
き残 ったものが9.60/o、MRtestを経て有性生殖が成功 したと認め られたもの
がその39%(全 体の3.8%)であった(Table1)。緑色F1細 胞では共生藻の
凝集塊形成や白色細胞の生成は観察されなかった。 この点において、全ての緑
色F1細 胞は正常な緑色細胞であるといえる。 白色F1細 胞については外部か
ら単離共生藻を与える感染実験を行い、感染能力の有無を確認 した。その結果、
全ての白色F1細 胞で共生関係が正常に確立した。共生藻の凝集塊形成等Ysa2
で見られた現象は、緑色F1細 胞同様全く観察 されなかった(Table1)。Ysa2
とKM2の 組み合わせでは、単離 した接合完了体の うち15%が 生き残 り、その
中の87%(全 体の130/o)が有性生殖を成功させた細胞であった。この組み合
わせでは、子孫に全ての接合型(4種 類)が 分離 した。T316×Ysa2のF1細
胞同様、緑色細胞は正常であ り白色細胞は外部から単離共生藻を取り込む事に
よ り正常な共生関係を形成 した(Table1)。これ らの結果から、Ysa2の示す
形質が白色F1細 胞の細胞質 に引き継がれるものではないこと、及び少な くと
も優性の遺伝子によって支配されているものではないことが示された。
F1の子孫(B1,F2)
緑色細胞 とのかけ合わせで得 られたF1がYsa2の形質を表 さなかったため、
F1細胞を用いた更なる遺伝学的解析を行った。上述の通 りYsa2とT316と
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の子孫は全て同 じ接合型(IV)を示 したため、F1同 士のかけ合わせ に用いる
ことができなか った。そこで、親細胞であるYsa2との戻 し交雑(backcross)
を行った。一方Ysa2とKM2との子孫は4種 類全ての接合型を示 したので、F1
細胞同士のかけ合わせによる解析はYsa2XKM2のF1を用いて行った。
緑色F1細 胞 とYsa2の戻 し交雑、緑色F1細 胞同士のかけ合わせの両方で、
9割以上の子孫は正常な緑色細胞であった。そ してこの段階で、F1が稔性を持
ち正常な子孫を生 じたことか ら、Ysa2が 「共生藻を持たないミ ドリゾウリム
シの株」であると改めて確証された。
緑色F1細 胞(Ysa2×T316)とYsa2による戻 し交雑の結果を、Table2に
示す。この組み合わせでの子孫の生存率はF1よ りも更に低 く、有性生殖 に成
功 した子孫細胞の割合は全体の1.80/oにすぎなかった。F1の結果とは異なり、
B1細 胞(戻 し交雑第一代)の 一部には培養過程で白色細胞を生 じるものがあ
った てTable2)。これらの株では緑色細胞と白色細胞とが長期間混在 した。次
に、Ysa2×KM2の緑色F1細 胞同士をかけ合わせた結果をTable3に示す。
このかけ合わせでは、有性生殖に成功 した子孫細胞の割合は全体の7.7%であ
り、戻 し交雑よ りは生存率が高かった。この組み合わせで も、多くのF2は 正
常な緑色細胞であったが一部に白色細胞を生 じるクローンが現れた。人為的な
圧力(薬 剤処理や暗所での培養)を 加えない限 り、通常の培養条件下で緑色細
胞が白色細胞を生 じるという現象は報告されていない。そこでまず、白色細胞
の生成が培養条件やF1細 胞 自身に起因するものかどうかを確かめるため、か
け合わせに用いた緑色F1細 胞の単離培養を行 った。20日 間以上の培養期間を
通 じて、緑色F1の 単離培養(96×2)で は白色細胞は生成 されなかった。こ
のことか ら、白色細胞の生成はかけ合わせによる遺伝的変化に起因すると考え
られた。そ こで、緑色 ・白色細胞の混在するF2株 から白色細胞のみを単離培
養 し、単離 した共生藻を与える感染実験を行った。白色細胞を生 じた緑色細胞
の形態学的観察のために、白色 ・緑色細胞が混在するクローンも並行 して維持
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培養 した。
F2で生 じた 白色細胞を用いた感染実験の結果を、Fig.10に示す。用いた共
生藻はGr3株 から単離されたものであり、白色F1細 胞を用いた感染実験の結
果 も併せて示 した。全体的な傾向として、白色F2は 人為的に作成 した白色細
胞や 白色F1に 比べ共生藻の保持率が低 くな った。保持率の低下は感染後数日
以内に起 こった。この中には一度保持率が低下 した後緩やかに上昇するものが
見 られたが、反対に取 り込んだ全ての共生藻を培養の過程で失う株(9-3w株)
も存在 した。共生藻を保持 しないというこれまでにない現象が見 られたため、
この株に注 目して更に感染実験を行 った。様々な緑色細胞から共生藻を単離 し、
それを与える感染実験を行った結果、9-3w株はGr3,T316,KM2由来のどの
共生藻を取 り込んでも共生関係を確立 しなかった。この時に共生藻の消失が早
い段階で起こることから、感染実験の初期における共生藻の動態を対照の細胞
と比較 して追跡 した(Fig.11)。光学顕微鏡、蛍光顕微鏡 による細胞の観察か
ら、9-3w細胞内に取 り込 まれた共生藻は数時間以内に死亡 し消化されている
ことが明らかとなった。一方、9-3w細胞は共生藻のPVへ の単離を対照の細
胞 と同様 に行 っている事が示 された(Flg.12a,b,Flg.4a)。すなわち、感染直
後の時点で、9-3w細胞内には単独の状態の 「生きた」共生藻が多数存在する。
しか し数時間後、これ らの共生藻は9-3w細 胞内で死亡 してその数を減 じ、や
がては完全 に消化 された(Fig.12c,d)。
白色細胞を生 じた緑色F2細 胞における、細胞内の共生藻の状態をFig.13
に示す。 白色細胞を生 じたF2株 のうち、ある細胞では共生藻の不均一な分布
や凝集塊の形成が起 こっていた(Flg.13a,b)。細胞内共生藻数も細胞 によっ
て差があ り、数十個か ら数百個 まで幅があった。また、別のF2細 胞では共生
藻が死亡 し褐色 に変色 しているのが観察された(Fig.13c,d)。通常の緑色細
胞では、宿主細胞内での共生藻の死亡は観察されず、この現象もYsa2のF2
細胞特有の現象であると考えられる。更に、共生藻を持つ9-3株の細胞分裂時
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においては、共生藻の不均等分配による白色細胞の形成が確認 された(Fig,14)。
共生藻を感染 させたYsa2細胞(Fig.5)で見 られたのと同様の現象が、F1を
経たF2細 胞で観察された。
考 察
雑種第一代(F1)
Ysa2と他のミ ドリゾウリムシ細胞との間に生 じたF1細 胞は、Ysa2が感染
実験で示 した特徴を全く表さなかった。緑色細胞 と白色細胞のかけ合わせでは、
殆どの場合生殖核だけが交換され共生藻の移動は起こらない(Siegel1960)。
このため理論上は遺伝的に同一の緑色細胞と白色細胞が生 じるが、ゾウリムシ
は単細胞生物であるため子孫細胞は基本的に親細胞の細胞質を受け継 ぐことに
なる。緑色F1細 胞で共生藻の凝集塊が形成されず、白色F1細 胞に共生藻を
感染 させると正常な共生関係を確立 した事実か ら、Ysa2の持っ共生藻維持 に
関する異常は遺伝的に優性な形質でないこと、Ysa2の細胞質に生 じた もので
はないことの二点が併せて示された。
F1の子孫(B1,F2)
Ysa2が持つ形質がF1で 表れなかったため、F1細 胞を用いた遺伝学的解析
を行 った。その結果、緑色細胞 に由来する子孫の一部に、白色細胞を生 じる株
が出現 した。緑色F1細 胞の単離培養(20日 間以上)で は白色細胞が生 じるこ
とはな く、通常の培養条件下で緑色細胞か ら白色細胞が生 じるという現象 も報
告されていない。このことから、F2で出現 した白色細胞はF1で は表れなかっ
たYsa2の持つ形質が表れたものと考え られる。
白色細胞を生 じたF2と そ こか ら単離された白色細胞の特徴は以下の通 りで
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ある。(1)これ らのF2細 胞は摂食や分裂増殖 に関しては異常が見 られない。
(2)外部から緑色細胞由来の共生藻を与えると、それを個々のPVへ と単離
する。(3)単離された共生藻の大部分は、取 り込まれてか ら数時間以内に死亡
し宿主によって消化 される。(4)白色細胞を出 したもとの株では共生藻は維持
されるが、凝集塊の形成、分裂時における共生藻の不均等分配によって白色細
胞が生 じる。
これ らの事実か ら、Ysa2は細胞内共生の維持に関する 自然突然変異である
と結論 された。現在までのところ、緑色F1同 士のかけ合わせによる正常な緑
色F2と 白色細胞を生 じるF2の 分離比はおよそ10:1で ある。この数字は一
遺伝子突然変異、二遺伝子突然変異の中間の値である。複数遺伝子が連鎖 して
いる可能性もあ り、現時点でいくつの遺伝子 に変異が生 じているかは明 らかで
はないが、少なくともYsa2に は劣性の突然変異が生 じている事が明 らかとな
った。・共生関係が安定である事か ら、Ysa2の祖先細胞は緑色細胞であったと
考えられる。ある時点で遺伝子 に突然変異が生 じ、その結果細胞内で安定 して
共生藻を維持できなくな り、その後の世代のどこかで共生藻を失い白色細胞に
なったのだと考えられる。
まとめと今後の展望
細胞内での共生藻の維持は、様々な働きが複合的に関わり合った機構である。
具体的な共生維持機構の全体像が明らかではないため、今回得 られた突然変異
体がその機能のどこに変異を生じ、結果として 「白色細胞を生じる」という形
質を示すようになったのかは不明である。しかし、Ysa2や白色F2細胞の示し
た特徴を総合 して、次のように推測することが可能である。この変異体は、共
生藻を長期間にわたって維持するという機能は保持している。 しかし、安定な
関係を維持するために必要な細胞内への共生藻の分散や共生藻の増殖制御が正
常に機能せず、場合によって細胞分裂の際に白色細胞を生じる。これと連動し
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て、一度共生藻を失った細胞は共生関係を回復 しにくいという性質も併せ持つ。
Ysa2の感染実験において、共生藻の過剰な増殖やそれに伴った宿主の細胞死
といった現象は、感染初期の数 日間に集中して起 こった。感染か ら40日 以上
経過した細胞集団の観察では、細胞死を引き起 こすような巨大な凝集塊を持つ
ものは殆ど見られない。感染初期 には共生藻の増殖が通常より活発になるが(第
三章参照)、この時点での共生藻を制御する働きがYsa2では異常になっている
可能性も考え られる。 いずれ にせよ、「共生関係を安定 して維持できない」と
いうYsa2の形質は、自然条件下において共生藻を持たない白色細胞が存続 し
て来たことの説明ともなる。つまり、何 らかの機会に白色細胞が共生藻を取 り
込む機会を得ても(死 亡 した緑色細胞に接するなど して)、そこか ら安定 した
共生関係を構築できないために、共生藻を持たない細胞が常に生 じて来たのだ
と考え られる。
ミ ドリゾウリムシにおける共生の研究では、宿主と共生藻の特異性 という観
点から、主 に共生藻の側 に焦点を当てた研究が行われてきた。Free-livingのク
ロレラのある株がミ ドリゾウリムシに共生可能であること、人為的に共生藻を
除いた白色細胞に他の生物(細 菌や酵母)が 感染することなどか ら、宿主によ
る認識 には共生藻側の因子(表 面構造など)が 重要であると議論 され、様々な
共 生 者 と宿 主 の 組 み 合 わ せ が 試 され て き て い る(Karakashian1975,
KarakashianandKarakashian1964,Bomford1965,Goertz1982,Rahat
1985,RahatandReich1984,1985)。共生の維持機構に変異を持つYsa2の
存在は、共生の研究に新たな視点からの解析を行 うための有用な材料 とな りう
る。今後はこの突然変異体を用い、differentialdisplayなどの手法で原因遺伝
子を特定 して、ミ ドリゾウリムシにおける共生藻の維持機構を明 らかにしてい
くことが望まれる。
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第三章
ミドリゾウリムシにおける共生藻増殖の制御機構の解析
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序 論
細 胞 内共 生 は 、 宿 主 細 胞 中 に共 生 者 が存 在 し、 双 方 に実 質 的 な 利 益 が あ り、
安 定 で 永 続 的 な 関 係 で あ る と 定 義 さ れ て い る(Siegel1960,Karakashian
1963)。共 生 関 係 の 維 持 に お い て は 、 宿 主 によ る共 生者 の 増殖 制 御 が そ の 永 続
化 に は 必 要 で あ る と考 え られ て い る(Weis1969,McAuley1981,1994,
Reisseretal.1983,BossertandDunn1986)。藻 類一無 脊 椎 動 物 間 の共 生 に
お い て は 一 般 的 に 、 共 生 藻 の 方 が 潜 在 的増 殖 能 力 が 高 い(McAuley1994)。
宿 主 が 何 らか の 方 法 で共 生 藻 の 増 殖 を 抑 制 し、更 に宿 主 の 分 裂 に 共 生 藻 の 分 裂
が 同調 す る こ と によ って 、 宿 主 内 共 生 者 の 細 胞 数 が 一 定 に保 た れ て い る と考 え
られ て い る(Dunn1987,McAuley1982,McAuleyandDarrah1990)。宿
主 によ る 共 生 藻 の 増 殖 制 御 は主 に海 産 無 脊 椎 動 物 やgreenhydraなど で研 究 さ
れ て お り、 これ まで に次 の こ とが 明 らか にな って い る 。(1)宿 主 細 胞 中の 共 生
藻 は光 合 成 に よ り炭 素源 は 得 られ る が 、 窒 素 源 が 不 足 した 状 態 で あ る。 この た
め に、 共 生 藻 は分 裂 が抑 制 され て い る(Rees1990)。(2)宿主 が 餌 を 食 べ る
と 、老 廃 物 で あ る ア ンモ ニ アが 生成 され 、共 生 藻 が そ れ を ア ミ ノ酸 へ と同化 す
る。 この 結 果 共 生 藻 の 分 裂 が 可 能 とな る(McAuley1990)。(3)これ らの 制
御 と は 別 に 、 繊 毛 虫 類 に 属 すEup'o亡esdaidaleo5(下毛 類)やS亡entor
polymorphus(ラッパ ム シ)な ど にお け る 共 生 で は 、 定 常 的 に共 生 藻 が消 化 さ
れ 一 方 で は 共 生 藻 が 増 殖 す る こ と に よ り 共 生 者 の 数 が 維 持 さ れ る と い
う、・digestiveregulation"とい う現 象 が 報 告 され て い る(ReisseretaL1983)・
慢 性 的 に貧 栄 養 状 態 で あ る 熱 帯浅 海 域 の 共 生 にお いて は 、窒 素 源 の 欠 乏 で 共
生 藻 の 増 殖 制 御 が 説 明 で き る。 造 礁 サ ン ゴの い くつ か の 種 で は 、 外 部 か らの 窒
素 源 の 添 加 に よ り共 生 藻 が 増 加 す る こ と を 支 持 す る 報 告 が あ る(Hoegh-
GuldbergandSmith1989,MuscatineetaL1989,Stambleretal.1991)。
しか し、 前述 のgreenhydraで共 生 藻 の 分裂 が 宿 主 の 細 胞 分 裂 に 同調 して い る
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という現象は、窒素源の欠乏で共生藻の分裂が抑制 されているというだけでは
説明できない。McAuley(1985a,b)は更に一歩踏み込んで、greenhydraで
は宿主による共生藻の分裂制御に成長因子(growthfactor)が存在すること
を議論 しているが、その実体は未だ明らかでない。 ミ ドリゾウリムシにおいて
も、共生藻の増殖制御が行われて いる ことは以前から言及 されている(Weis
1969)。形態学的な観察か ら、少な くともその制御が"digestiveregulatioバ
ではないことがこれまでに明らか になっている(KarakashianandRudzinska
1981,Reisseretal.1983)。
第一章、第二章において、共生藻の維持に関するミ ドリゾウリムシの 自然突
然変異体が単離されたことを報告 した。 これは、 ミ ドリゾウリムシの正常な細
胞には共生藻を維持する機構が存在することも併せて示している。 しか し、今
までのところ、共生関係の制御や維持 に関する具体的な機構は明らかになって
いない。そ こで、ミ ドリゾウリムシによる共生関係の維持がなされているのか
どうか、もしあるな らばその実体はどのようなものであるのかを明らかにする
ために、宿主 による共生藻の増殖制御 に注 目して実験を行い、その結果を解析
した。実験 にあたっては、ミ ドリゾウリムシの 「共生関係の再確立」という系
を利用 し、感染初期の細胞系を作成 して、その後の共生藻の分裂 ・増殖を様々
な条件下で追跡 した。そ して、細胞内共生藻の維持 に関するミ ドリゾウリムシ
の役割を議論 した。
材料と方法
株 、細 胞 の 培 養 お よ び 感 染 実験
実験 には ミ ドリゾ ウ リム シParameciumbursari∂(syngen1)の緑 色 、 白色 細
胞 を 用 い た 。緑 色 細 胞 と して はGr3株 を、 白色 細 胞 と して はSj2w株 を 用 いた 。
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白色細胞は野外採集の緑色株か ら、暗所での培養によ り共生藻を除いた株であ
る。Sj2wは茨城大学の三輪五十二教授か ら頂いたものであり、Gr3は野外か
ら採集 した株同士をかけ合わせて得 られた子孫である。ゾウリムシの培養法お
よび感染実験は、第一章で述べたものと同 じである。
共生藻の分裂に対する環境条件の影響
宿主ミ ドリゾウリムシによる共生藻の増殖制御を検証するために、外部環境
が共生藻の増殖 に与える影響を調べた。宿主に対 しては栄養(餌)条 件、共生
藻 に対 しては光条件に着 目し、それぞれの条件 を変化 させることによって共生
藻の分裂がどのように影響を受けるかを解析 した。
実験に先立ち、白色細胞と単離共生藻を用いて共生成立初期の細胞を作成 し
た。前述の方法で白色細胞 に共生藻を感染させた後、2日 間K-DSに入れて細
胞を飢餓状態 にした。この間にゾウリムシの細胞内では、取 り込まれたものの
共生を確立しなかった共生藻は消化され、確立 した ものだけが残る。 これらの
細胞を(光 ・餌)(光 ・飢餓)(暗 ・餌)(暗 ・飢餓)の4っ の培養条件に分割
して培養 した。環境条件の設定は以下の通 りである。光条件にっいては、24℃
に設定 した光源のある恒温器(光)と 無 い恒温器(暗)で 細胞を培養 した。栄
養条件については、通常の培養に用いられるバクテ リア入 り培養液(餌)と 培
養液の代わ りに同量のK-DS(飢餓)を それぞれ加えて富栄養状態、貧栄養状
態を作成 した。これ らを組み合わせて、上記の4っ の培養条件を作成 した。
共生藻の増殖の指標を、長期間 ・短期間のそれぞれにっいて設定 した。長期
間の指標としてはミ ドリゾウリムシ細胞 内共生藻数の平均値とその推移を、短
期間の指標 としては細胞内の全共生藻数に対する分裂中の共生藻の割合(分 裂
指数、Divisionindex)を用いた。長期間では1日 毎、短期間では各条件にお
いてから24時 間まで数時間毎に細胞を採取 し、細胞内の共生藻数、分裂指数
等を測定 した。
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窒素源の添加
上記実験の(光 ・飢餓)条 件 において窒素源を添加 し、(光 ・餌)条 件 との
比較を行 った。窒素源 としては硝酸アンモニウム(NH4NO3)を用 い、濃度は
100μM,10μMとした。窒素源の濃度はgreenhydraで用いられたものを参
考 にした(McAuley1990)。
1.5mlチューブにゾウリムシ約1000細 胞を含む1mlの 処理液を調製 し、
24℃、恒 明条件下 の恒温器 中 に置 いた。餌 も窒素源 も加えな か った もの
(negativecontrol)、窒素源を加えたもの、バクテ リアを含むculturemedium
を加えたもの(光 ・餌条件;positivecontrol)の三者について、短期間の共
生藻分裂指数を測定 した。また、ゾウ リムシが食胞経由で細胞内に物質を取 り
込む事か ら、栄養分のないポスターカラーを同時に添加 し、ゾウ リムシに食胞
を形成させなが ら窒素源を与える実験 も行 った。ポスターカラーを加えるとゾ
ウリムシはそれを取 り込んで食胞を形成するが、消化吸収はされずに一定時間
の後排出されるゾウリムシを含む培養液 にポスターカラーを加えても、細胞の
生存には影響がないことが予備実験によ り確かめられている。対照としてボス
ターカラーのみを与えて分裂指数を計測する実験も行った。
炭素源の添加
窒素源の影響 に加えて、共生藻の分裂にへの炭素源の影響を見るために、
(光・飢餓)条 件において硝酸アンモニウムとともに濃度10mMの 酢酸ナ ト
リウム(CH3COONa)を加え、共生藻の分裂 に与える影響を調べた・用いた酢
酸ナ トリウム濃度 はgreenhydraの研 究で用 い られ た ものを参考 にした
(McAuleyetal.1996)。(光・飢餓)条 件 に酢酸ナ トリウムのみを与える実
験も合わせて行った。
32
タ ンパ ク 質 合 成 阻 害 剤 の 影 響
ゾ ウ リム シ の 摂餌 後10-12時 間 にお ける 共 生 藻 の 分 裂 誘 導 が 、新 規 の タ ン
パ ク質 合 成 を必 要 とす るか ど うか を 明 らか に す るた め に、 タ ンパ ク質 合 成 阻 害
剤 で あ るcycloheximide(cyc)とpuromycin(puro)を上 記 実験 系 に用 い た 。 窒
素 源 添 加 の 実験 と 同様 の 処 理 液 に終 濃 度100pt9/mlのcyc、500μ9/mlのpuro
を そ れ ぞ れ 餌 と 同 時(Oh)、餌 を 与 えて か ら2,4,6,8時 間後 に添 加 し、10時
間 後 の 分 裂 指 数 を 対 照(noinhibitor)と比 較 した 。 各 薬 剤 に よ る 処 理 濃 度 は
AyalaandWeis(1987)の研 究 を参 考 に した 。
結 果
長期間の影響
感染初期のミ ドリゾウリムシをそれぞれ4つ の条件 におき、ゾウリムシ1細
胞当た り共生藻数の平均値の推移を計測 した(Fig.15)。光のある条件下で比
較 したところ、(光・餌)で は共生藻数が増加 し10日 後には1細 胞当た り300
まで達 したのに対 し、(光 ・飢餓)で は緩やかな増加 しか見 られなか った。光
のない条件 においても、(暗 ・餌)で は共生藻数が増加 し(暗 ・飢餓)で は増
加 しないという傾向が見 られたが、(暗 ・餌)で の増加は5日 程で頭打ちにな
りその後は変化 しなかった。
上記実験において、餌のある条件でゾウリムシ細胞は分裂増殖 し飢餓条件で
は殆 ど増殖 しな い。この点を考慮 して、細胞当た り共生藻数を培養液中に含ま
れる全共生藻数(populationsize)に換算 し、その推移をFig.16に示 した。
共生藻のpopulationsizeは、光の有無にかかわ らず飢餓条件ではほぼ同様の
推移を示 したが、(暗 ・餌)条 件では飢餓条件よ りも高い増加を示 した。この
場合で も、(光 ・餌)条 件 に比べ(暗 ・餌)条 件の増加は早い段階で頭打ちに
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なるという傾向が見 られた。
(光・飢餓)条 件では植物細胞の成長 ・増殖に必要な光があるにもかかわ ら
ず共生藻 は増殖せず、反対に(暗 ・餌)条 件では光合成に必要な光な しで共生
藻が増殖 した。そこで、個々の共生藻の細胞成長 に着 目し、ゾウリムシ細胞内
に存在する共生藻の平均サイズを実験前と各条件下で5日 間培養 したものとで
計測 ・比較 した(Table4)。サイズの指標 としては共生藻の体積を用い、共生
藻を完全な球体 と仮定 して直径から算出した。その結果、5日 後における共生
藻サイズは(光 ・飢餓)が 最も大きく(暗 ・餌)が 最も小 さかった。実験前と
の比較では、(光 ・餌)条 件のものが統計的に有意な差を示さなかったの に対
し他の3条 件のものは有意差を示 した。長期間の実験の結果から、ミ ドリゾウ
リムシ細胞内においては、ゾウ リムシが餌を摂取 している条件で共生藻が増殖
し、飢餓条件で は増殖 しないことが明 らか にな った。(暗 ・餌)条 件でも共生
藻が増殖 した ことから、共生藻の増殖には、光条件よりも宿主ゾウリムシの栄
養条件の方が重要であることが示 された。
短期間の影響
宿主ゾウリムシの栄養条件の変化が共生藻の増殖 に与える影響を明らかにす
るために、短期間での分裂指数(全 共生藻数 に対する分裂中のものの割合;
Divlsionindex)を餌 ・飢餓それぞれの条件下で計測 した(Fig.17a)。細胞内
共生藻数の平均値も合わせて示 した。 この実験により、飢餓条件では共生藻の
分裂が期間を通 して殆ど見 られないの に対 し、餌を与えた条件では10時 間以
後に明瞭な分裂の誘導が見られた。分裂指数は10時 間から18時 間までが最
も高く、その後低下 した。それに合わせて18時 間以降に細胞内共生藻数も増
加 した。ゾウリムシ側に着 目すると、餌を与える前 に分裂中の共生藻を持って
いるものは全体の10%に 満たないのに対 し、10時 間後 にはほぼ100%のゾウ
リムシが細胞内に分裂中の共生藻を細胞中に持っていた(Fig,17b)。反対にミ
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ドリゾウリムシ細胞 自身は、この期間内に殆ど細胞分裂を起こさなかった。 こ
の結果は、共生藻を持つ刺胞動物Hydrav'ri(Yis(greenhydra)において共生藻
の分裂 と共生藻を含む宿主細胞の細胞質分裂が同調 しているという報告とは異
なる(McAuley1982)。細胞質の分裂では同調が見 られなかったため核の分裂
に注目して同様の観察を行 ったところ、餌を与えてか ら18時 間後にゾウリム
シの核分裂の極大が見 られた(Fig.17c)。極大の位相がずれてはいるが、共生
藻の分裂 と宿主の核分裂(ま たはそれに至るDNA合 成)は 関連 して起こって
いるという可能性が示唆された。
材料と方法の項で述べたよ うに、ゾウリムシの培養液はレタスジュースを含
む塩類溶液 にバクテ リアを植えたものである。共生藻の分裂誘導が、宿主が栄
養分を得た結果であるか培養液中に含まれる何 らかの因子の影響であるかを確
かめるために、ホルマ リン固定 したバクテ リア(104-106cells/mlまで細胞密
度を変えた)をKDSに 懸濁 したものとバクテ リアを含まないレタスジュース
培養液をそれぞれ与える実験を行 った。その結果、12時 間後 においてはレタ
スジュースと密度の低いバクテ リアでは共生藻の分裂誘導が見 られなかったの
に対 して、105,106cells/mlのバクテリアでは12時 間後に明瞭な共生藻の分
裂誘導が見 られた(Fig.12)。この結果か ら、共生藻の分裂誘導が レタスジュ
ース中の因子が引き起こしたのでは無 く、バクテ リアそのものを栄養分 とした
結果である事が示唆された。 レタスジュースについては、21-24時間後にバク
テリアを与えた時よ りも低い分裂誘導の極大が見 られた。
窒素源添加の影響
藻類と無脊椎動物との細胞内共生関係においては、窒素源の欠乏によって共
生藻の細胞分裂が抑制 されているという報告がある(McAuley1994)。共生
藻の分裂誘導が、餌の消化によるアンモニア排出の影響かどうかを明らかにす
るために、(光 ・飢餓)条 件の細胞にアンモニアを添加 し12時 間後における共
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生藻の分裂を計測 した(Fig.19)。その結果、アンモニアを添加 しても共生藻
の分裂は誘導 されなかった。ポスターカラーをともに与え食胞を形成 させた場
合でも、分裂の誘導は見られなかった。更に、過剰のアンモニアの添加(10mM)
も分裂を誘導せず(12時 間後の分裂指数O.Ol23)、外部からの無機窒素源の
添加はミ ドリゾウリムシにおける共生藻の分裂を誘導 しない事が示された。
炭素源添加の影響
ミ ドリゾウリムシ細胞内の共生藻は、光合成産物のmaltoseを細胞外に放出
している事が知られている(BrownandNielsen1974)。このため、宿主細胞
内の共生藻は窒素源だけでな く炭素源 も不足 し、それが細胞の分裂を抑制 して
いると指摘 されている(Rees1990,McAuleyetal.1996)。そこで、窒素源
添加の実験においてC3化 合物である酢酸ナ トリウムを同時に添加 し、共生藻
の分裂を計測 した(Fig.21)。アンモニアの添加 に比べて、酢酸ナ トリウムの
添加では24時 間まで緩やかな分裂指数の上昇が見られたが、これは酢酸ナ ト
リウムのみの添加で も観察 された。いずれの場合 も、餌を与えた時に見 られる
分裂の誘導よ りも低い値を示 した。
タンパク質合成阻害剤の影響
感染初期 ミ ドリゾウリムシの細胞では、ゾウリムシに餌を与えると共生藻の
分裂が誘導された。 しか しgreenhydraや海産無脊椎動物とは異な り、無機窒
素源であるアンモニアの添加も補助的炭素源の添加 も共生藻の分裂を餌を与え
た時ほどは誘導 しなかった。 したがってミ ドリゾウリムシでは、これまで考え
られてきたよ りも積極的に、宿主が共生藻の分裂を制御 していることが考えら
れた。そこで、一連のfeeding-divisioninductionにゾウリムシ、共生藻それ
ぞれの新規タ ンパク質の合成が必要かどうかを確かめるために、タンパク質合
成阻害剤のcydoheximide(cyc)とpuromycin(puro)を用い共生藻の分裂に与
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える影響を解析 した。AyalaandWeis(1987)によって、cycは共生藻の'H-Leu
の取 り込み を阻害するがゾウリム シによる取 り込みは阻害 しな い事、反対 に
puroはゾウリムシの3H-Leu取り込みを阻害するが共生藻による取 り込みは阻
害 しない事が明らかにされている。それぞれの薬品を餌と同時、餌を与えて後
2時間毎に8時 間まで添加 し、添加時間への依存性 も同時に調べた。その結果、
cycの添加は餌を与えてか ら6時 間後までは高い阻害効果(80%以上)を 示 し、
その効果は8時 間後の添加では300/oまで低下した(Table5)。一方puroは、
餌と同時に与えた時には高い阻害効果(80%以上)を 示したが、2,4時間後に
投与 したのではその効果は半減 し、6時間後には20%程 度まで低下 した(Table
6)。各薬剤の相対的な阻害効果とその推移をFig.22に示 した。宿主、共生藻
それぞれ に特異的に作用するとされるタ ンパク質合成阻害剤は、共生藻の分裂
誘導に対 して異なる阻害効果を示 した。
考 察
長期間の影響
感染初期のミ ドリゾウリムシは、異なる光や餌の条件下で異なる共生藻の増
殖を示 した。光 ・餌 ともに十分な条件ではゾウリムシも共生藻 もともによく増
殖 した。ゾウ リムシが飢餓条件 に置かれると、光の有無 にかかわ らず共生藻の
増殖は低下 した。この結果は、共生藻の増殖 には共生藻 自身に対する光条件よ
りもゾウリムシの栄養条件の方が支配的な役割を持つ事を示唆 した。 この推測
はまた、暗黒条件下でもゾウ リムシの餌があれば共生藻は増殖する事からも支
持される。Populationsizeの増大も(光 ・餌)条 件が最大で、(暗 ・餌)条 件
がそれに続き、ゾウリムシの餌が無い条件では光の有無にかかわらず低かった。
共生藻サイズの測定結果か ら、暗条件下での共生藻の増殖は細胞の成長を伴 っ
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ておらず、反対 に(光 ・飢餓)条 件下では、分裂を伴わない細胞の肥大成長が
起 こることが明らかになった。 ゾウリムシが餌のある条件 におかれると共生藻
の分裂増殖が誘導され、飢餓条件では誘導されない事が示 された。感染初期 ミ
ドリゾウ リムシの系では、細胞当た り共生藻数が数10で 通常の緑色細胞に比
べて遙かに少な く、細胞質が共生藻によって 「飽和 した状態」ではない。にも
かかわ らず(光 ・飢餓)条 件で共生藻が分裂 しなかったのは、ゾウリムシによ
る分裂抑制の結果であると考えられる。(光 ・飢餓)条 件下で細胞内の共生藻
数が漸増 しているという結果か ら、この抑制は共生藻が全 く分裂できないよう
な阻害的効果ではないことが示唆 される。この事は、greenhydraにおいて宿
主の飢餓処理が緩やかな共生藻のDNA量 増加を伴 うという報告とも一致する
(McAuley1986b)。反対 に、(暗 ・餌)条 件下での共生藻の増殖が初期の段
階では(光 ・餌)条 件 と同様の推移を示すこと、共生藻の増加 に伴 ってそのサ
イズが小 さくなること、(光 ・餌)条 件とは異な り共生藻の増殖が頭打ちを示
すことから、この条件下の共生藻は分裂できる限界まで分裂 し、その後は細胞
内で維持 されるということが考えられた。実験結果を総合 して、宿主ゾウリム
シによって共生藻の増殖が促進 ・抑制の両方向に制御されているという事が明
らかになった。 ミ ドリゾウリムシ細胞は、自身の餌条件に応 じて共生藻の分裂
を制御することで、安定な共生関係を維持 しているのだと推測された。
短期間の分裂誘導
長期間の影響の実験か ら、ミ ドリゾウリムシの栄養条件が共生藻の増殖 に反
映される事が明らかとなった。一方、短期間での分裂指数の推移を計測 した結
果、ミ ドリゾウリムシが餌を取 り込むという刺激が、10時 間後における共生
藻の分裂誘導へとつながった。バ クテ リアを含まないレタスジュース培養液を
与えた場合には、12時間後ではなく24時 間後に共生藻の分裂誘導が見 られた。
レタスジュースにもある程度の栄養分があり、共生藻の分裂が遅れて誘導され
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たことが示唆される。12時 間までにミ ドリゾウリムシの細胞分裂や核分裂は
起 こっておらず、共生藻の分裂が宿主の細胞分裂そのもの に同調 しているので
はないことが明らかとな った。 これはgreenhydraにおいて共生藻の分裂が宿
主細胞の分裂 と同調するというMcAuley(1985a)の報告とは異なっており、
ミ ドリゾウリムシではgreenhydraとは異なった制御機構が働いていることを
示 している。一方、ゾウリムシの核分裂は餌を与えてから18時 間後 に極大を
示 しており、宿主DNAの 合成やG2期 におけるシグナルの放出などが、共生
藻の分裂誘導 と関連 している可能性がある。 この系 における細胞周期間の関連
性や相互作用は、今後の研究課題である。感染初期の細胞は緑色細胞 に比べ共
生藻の増殖が早 く、いわば 「共生藻の増殖」が強調 された系である。共生藻の
分裂指数は、餌を与えてから10時 間後 に0.1(全体の100/o)程度にまで達 し
てお り、greenhydraに比 べてもかな り高い同調 的な分裂誘導 が見 られた
(McAuley1985a,b)。これはまた、ミ ドリゾウリムシの感染初期細胞という
系が、共生藻の分裂制御を研究する上で有用な材料であるという事を示 してい
る。
窒素源添加の影響
共生藻は細胞外からアンモニア(NH4+)を取 り込み、グルタミン酸合成酵素
一グルタミン合成酵素の働きによ り無機窒素をアミノ酸へと同化 して利用 してい
ると考えられている。(McAuley1987,1990,Rees1990,McAuleyetal.
1996)。基本的に独立栄養である植物細胞では、無機窒素源(ア ンモニアなど)
と炭素源(二 酸化炭素)が あれば生存 と増殖が可能であると考えられ、利用で
きる窒素源 と炭素源のバランスが これ ら植物細胞の成長と増殖を規定 している
と考え られている。一般に、藻類 と無脊椎動物間の細胞内共生においては、共
生藻は常に窒素源が不足 した環境下におかれており、窒素源の有無が共生藻の
成長を規定 して いる(N-limited)と考え られている(Hoegh-Guldbergand
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Smith1989,McAuley1994)。ミ ドリゾウリムシの共生でも窒素源が共生藻
の増殖を制御 しているかどうかを検証 した結果、外部か らのアンモニア添加は
共生藻の分裂を誘導せず、これまで他の系で考えられてきたモデルではミ ドリ
ゾウリムシの共生藻制御を説明できない事が明らかになった。無機窒素源の添
加が共生藻の分裂を誘導しなか ったことから、 ミ ドリゾウリムシ内の共生藻の
分裂はいわゆる単純な"N-limited"ではなく、未知の別要因が制御 しているのだ
と考え られる。
炭素源添加の影響
ミ ドリゾウリムシ細胞内の共生藻は、細胞外に光合成産物由来のmaltoseを
多量に放出 している(BrownandNielsen1974,Weis1979)。共生藻が光合
成産物を細胞外 に放出するという性質は藻類一無脊椎動物の共生では共通に見 ら
れるものであるが(McAuley1994)、maltose放出により宿主細胞中の共生
藻では窒素源だけでなく炭素源も不足 していると指摘 されている(Rees1990,
McAuleyetal.1996)。すなわち、無機窒素を有機物へと変換するには炭素骨
格が必要であり、maltoseの放出は無機窒素の固定に必要な炭素源の不足につ
ながるというものである。Greenhydraの共生藻は酢酸ナ トリウムの添加でア
ンモニアの取 り込みが増大するが(McAuleyetal.1996)、ミドリゾウリムシ
では炭素源の添加も共生藻の分裂を誘導 しなかった。12時 間後の分裂指数は
飢餓処理、硝酸アンモニ ウム添加、硝酸アンモニ ウム+酢酸ナ トリウムの添加
という三つの処理をくらべると、いずれの処理 も餌を与えたときよ りも低い値
を示 した。炭素源の添加は緩やかな分裂指数の上昇をもた らしたが、これは窒
素源無 しでも見 られた。アンモニアのよ うな無機窒素とは異な り、炭素源(こ
の場合酢酸イオン)は 宿主も直接利用できる物質であると考え られる。 レタス
ジュースを与えた時と同様、添加 された炭素源が宿主によって利用され、その
結果共生藻の分裂が誘導された可能性が考え られる。これ らの事実か ら、ミ ド
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リゾウリムシにおける共生藻の分裂制御は、共生藻にとっての炭素源や窒素源
が不足 していることに起因する 「消極的な抑制」ではなく、宿主がよ り積極的
に共生藻の増殖を制御 しているという積極的なものである可能性が示唆された。
タンパク質合成阻害剤の影響
窒素源 ・炭素源の外部からの添加は、これまで報告 されているような共生藻
の分裂を誘導 しなかった。そこで ミドリゾウリムシでは、宿主が更に積極的に
共生藻の増殖を制御 している事が考え られた。餌を与える事で誘導される共生
藻の分裂が新規タンパク質の合成 を必要 とするかどうか明らかにするために、
2種類のタンパク質合成阻害剤(cyc,puro)を感染初期ミ ドリゾウリムシに作
用 させた。AyalaandWeis(1987)によ って上記阻害剤の特 異的な効果
(cyc=algae,puro=paramecia)が明らかにされている。この特異性を利用し
て、共生藻の分裂 に対するそれぞれの阻害剤の効果を解析 した。Cycの結果か
ら、共生藻の分裂 には共生藻 自身のタンパク質合成が必要であり、その合成は
ゾウリムシに餌を与えて6時 間後にはまだ完了 してお らず8時 間後付近で完了
する事が考え られた。一方、puroの阻害効果とその時間経過はcycと は異な
り、高い阻害効果は餌 と同時に与えた時にしか見 られなか った。餌を与えて6
時間後に注 目すると、共生藻の分裂に必要な共生藻 自身のタンパク質合成は完
了 していないがゾウリムシ側のタ ンパク質合成 は完了に近 い。この結果か ら、
共生藻の分裂 にはまず宿主のタンパク質合成が必要で、それが完了 した後に共
生藻のタンパク質合成が起こり、10時 間後 に共生藻の細胞質分裂が起 こる事
が示唆された。 ここでどの様なタンパク質合成が共生藻の分裂に必要かは現在
のところ明 らかではないが、共生藻側では細胞分裂に必要な細胞 内繊維系の再
構築や分裂装置の形成が考え られる。共生藻の分裂に自身のタンパク質合成が
必要なのは本実験の結果か らも明らかであるが、この分裂にゾウリムシ側のタ
ンパク質合成が必要である事が今回新たに明 らかとなった。ゾウリムシ側で合
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成されるタ ンパク質 には、McAuiey(1985a,b)が指摘 したよ うな共生藻の
分裂因子やシグナル物質が考えられる。阻害剤の作用の時間的な変化か ら推測
される制御の流れは次の通 りである。ゾウリムシが餌を消化 して 自身の維持や
分裂 に必要なタンパク質が合成 される一方、共生藻の分裂 に必要またはそれを
促す物質が合成される(Fjg.22)。それを受けて、共生藻が分裂 に必要なタン
パク質合成を行い細胞分裂を行 う。今後は、具体的にどのようなタンパク質が
合成され、どのような相互作用(も し存在するな らば)を 経て最終的な共生藻
の分裂が誘導されるのかを明らかにしていくことが必要である。
ミ ドリゾ ウ リム シ によ る 共生 藻 の 増殖 制 御
細 胞 内 共 生 関係 にお いて 、 宿 主 に よ る共 生 藻 の 増 殖 制 御 、 安 定 な 共 生 関 係 を
維 持 す る上 で 欠 く こ との で き な い 機 能 で あ る と考 え られ て い る(Karakashian
1969,Weis1969,1977,Karakashian1975,McAuley1981,1982,1985a,
b,1986a,b,1994,Rejsseretal.1983,1985,BossertandDunn1986,
Dunn1987,McAuleyandDarrah1990,McAuleyetal.1996)。自然 条件 下
で の 環 境 変 動 を 考 慮 に入 れ る と 、宿 主 は 共 生 藻 の増 殖 に対 し促 進 と抑 制 の 制 御
を す る必 要 が あ る。 熱 帯浅 海 域 の よ うな 慢 性 的 貧 栄 養 環 境 下 で は 、 共 生 藻 の 増
殖 抑 制 の 必 要 性 は低 い と考 え られ 、そ の た め に これ らの 共 生 で は外 部 か らの 栄
養 源 添 加 が 共 生 藻 の 増 加 に つ な が る(Hoegh-GuldbergandSmith1989,
Muscatineetal.1989,Stambleretal.1991,McAuley1994)。一 方 ミ ドリ
ゾ ウ リム シで は 、 環 境 の 栄 養 条 件 は大 き く変 動 す る 事 が 考 え られ る。 大 き く分
け て 共 生 藻 は独 立 栄 養 で あ りミ ドリゾ ウ リム シ は従 属 栄 養 で あ る た め 、 あ る環
境 の栄 養 条件 は宿 主 共 生 藻 そ れ ぞ れ に と って 必 ず しも一 致 しな い。 無 機 栄 養 分
が 少 な くて もバ ク テ リア な どの 微 小 生物 が 多 けれ ば ゾ ウ リム シ に と って は 「富
栄 養 」 で あ り、 反 対 に無 機 栄 養 分 に富 み 微 小 生 物 が 少 な い環 境 は ゾ ウ リム シ に
は 「貧 栄 養 」 とな る。 外 部 か らの 窒素 源 の添 加 や 補 助 的 な 有 機 物 の添 加 が 共 生
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藻の分裂を誘導 しなかった事実か ら、ミ ドリゾウリムシにとっての 「貧栄養」
条件では共生藻の分裂が抑制 されていると考え られる。(光 ・飢餓)条 件下に
おいて も共生藻の増殖を抑制 していることの意義は、宿主にとって共生者を統
御下に置 くことの方が制御を離れて増殖 しそれによって得られる利益よ りも優
先することを示唆 している。 この点において宿主細胞内の共生藻の増殖は単純
な"N-limited"ではなく、ゾウリムシ側の栄養条件が規定 していると結論される。
宿主側の 「富栄養」条件は、共生藻の増殖促進につながる(McAuley1985a,
BossertandDunn1986,Dunn1987)。ここでも促進の効果は、宿主の代謝
による老廃物の生成 と共生藻によるその利用という受動的な促進効果 と、宿主
が共生藻の分裂に必要な物質やシグナルを与えるという能動的な促進効果が考
えられる(Karakashian1975,McAuley1994)。(暗・餌)条 件下での長期間
の培養の結果か ら、ゾウリムシにとっての栄養分がある条件では共生藻の分裂
はその細胞成長に優先する事が明らかになった。 これはこの系における能動的
な促進効果の存在を示 している。また同条件下で共生藻のpopulationsizeが
増大 した事から、光合成を行えない共生藻に対 して、ゾウ リムシから少な くと
も細胞の分裂 と維持に必要な物質が与えられていることが示唆された。ゾウ リ
ムシの細胞が持つ機能として、餌が十分 に得 られる条件下では、ゾウ リムシは
共生藻の分裂 に必要な物質を合成 し、それを受けて共生藻は自身の分裂 に必要
なタンパク質合成を行い分裂すると推察される。今回明らかになったのは 「宿
主の摂食」という刺激が 「両者のタンパク質合成」を経て 「共生藻の細胞分裂」
を引き起こすという宿主一共生藻間の制御機構の一端である。今後は両者の細胞
周期間の関わ り合いや分子生物学的手法を用いた宿主一共生藻間相互作用の実体
の解明が必要となるだろう。
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総合考察
ミ ドリゾウリムシとその共生藻は、 自然界において安定な共生関係を結んで
いる。共生関係が永続するためには、適 当な数の共生藻が細胞内に保持されて
いる必要がある。少なすぎれば細胞分裂を経る うちに共生関係が失われ る可能
性があ り、多すぎれば細胞死の原因となる。多くの藻類一無脊椎動物間共生と同
様、ミ ドリゾウリムシでも共生藻の増殖を宿主が制御 し、それ によって安定な
共生関係を維持 しているのだと考え られてきたが、その実体は不明であった。
本研究では感染初期の細胞と野外 由来の白色細胞をモデル として用い、共生関
係の維持機構の解析を試みた。
宿主 による 共生藻 の制 御 には、大 き く分 けて質 的な制御(Qualitative
controDと量的な制御(Quantitativecontro1)の二つが考えられる。質的な
制御 には、共生藻を他と識別 し、PVと いう特殊な小胞 に単離 して消化過程か
ら守る機能、PVに 入った共生藻を宿主細胞質内に均等 に分配する機能な どが
考えられる。一方、量的な制御 には、細胞内の共生藻数に応 じて増殖を促進抑
制する機能等が挙げられる。初期感染系細胞を例 に取ると、宿主細胞は取 り込
んだ共生藻をPVへ と単離 し(質的制御)、その数を増すために分裂を促進 し(量
的制御)、分裂 した共生藻は新たなPVへ と単離 されて細胞質内に分配される(質
的制御)。質的制御 と量的制御が この様 に細胞内で関わ り合いなが ら、共生関
係は維持されていると考えられる。本研究で明らかになった共生関係の維持機
構を、これまで明らかにされた もの、議論されているものと合わせてFig,23
に示 した。
本研究の結果か ら、少なくとも一つの遺伝子座が安定な共生関係の維持に関
与 していることがまず明 らかにな った。Fjg.23に示すように、感染初期Ysa2
で見られた異常は、質的 ・量的制御の複数の部分に関与 している可能性がある。
これが複数遺伝子に生 じた変異によるものか、それ とも一つの統御的遺伝子の
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変異によるものかを明らかにすることは、今後の課題である。また第二章の結
果から、細胞内の共生藻の増殖は宿主の栄養条件に規定されることが示された。
共生藻の増殖制御は促進 ・抑制の両方向に働いてお り、特 に餌を取 り込んだこ
とによる共生藻の分裂促進効果は、窒素源や炭素源の不足 に由来する受動的な
促進ではなく、宿主側の新規タンパク質合成を必要とする能動的な ものである。
ここで、感染初期のように共生藻数が少ない場合と緑色細胞のように細胞質が
「飽和 した」状態とでは共生藻の分裂速度 ・頻度が異なるが、これが限られた
成長因子を分け合 った結果であるのか、それ とも宿主が細胞内の共生藻数を把
握 してそれに応 じた分裂誘導を行 っているかは現在のところ不明である。飢餓
条件における共生藻の増殖抑制についても宿主側の作用の実体は不明であり、
今後明らかにしていく必要がある。 いずれにせよ、Ysa2での結果と同様、第
三章の結果も共生藻の制御 に宿主細胞の働きが必要であることを示 した。ミ ド
リゾウリムシにおける共生藻の制御は、宿主が積極的に関与する強い制御機構
であると結論 された。
細胞内共生の維持機構は、様々な反応が重な り合 った複合的な機能であると
考え られる(Fig.23)。本研究で明らかになった制御機構の一端が、それぞれ
どのよ うな関連を持っているかは現在のところ不明である。 しか し、これまで
焦点が当て られなかった遺伝学的な解析の可能性を示 したこと、餌の取 り込み
という 「刺激の受容」が 「共生藻の分裂誘導」へとつながる反応系を明らかに
したことは、共生関係の解析を進める上での新たな端緒であると考え られる。
今回明 らかとなった結果を基礎 として、今後は更に詳細な共生関係維持機構の
解明が望まれる。
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要旨
ミ ドリゾウリムシParameciumbursariaは細胞内に多数の共生藻を持ち、両者
の関係 は細胞分裂や有性生殖を経ても保たれ る安定で永続的なものである。
1997年に野外から共生藻を持たない白色のミ ドリゾウリムシ細胞(Ysa2)が
採集された。共生関係が安定であることか ら、この細胞は共生藻を維持する機
能に変異が生 じ、結果として白色細胞 になったのではないかと考えられた。 こ
の可能性を検証するために外部か ら単離共生藻 を与える感染実験を行 ったとこ
ろ、Ysa2は共生藻を細胞内に保持できるが、共生関係を安定 して維持するこ
とができず、細胞内での凝集塊の形成や分裂時の不均等分配などにより共生藻
を持 った細胞から白色細胞が生 じるという形質を示 した。Ysa2細胞 はまた、
感染時における共生藻の過剰な増殖等、共生関係の維持 に関する特徴を示 した。
Ysa2が示 したこれ らの形質が、遺伝子 に支配されたものか どうかを明 らかに
するために、他のミ ドリゾウリムシ細胞 とかけ合わせて子孫を得る遺伝学的な
解析を行った。その結果、緑色細胞とYsa2とのかけ合わせで生 じた緑色F1
細胞では、感染Ysa2細胞で観察された凝集塊などは観察されず全て正常な緑
色細胞であった。 また白色F1細 胞を用いて感染実験を行ったところ、全ての
子孫細胞が正常に共生関係を確立 した。Ysa2が表 した形質がF1で は表れなか
ったため、F1同士をかけ合わせてF2を 得、その表す形質を追跡 した。緑色F1
細胞同士のかけ合わせの結果、多くのF2細 胞はF1と 同様正常な緑色細胞で
あった。 しか し緑色F2細 胞の一部には、培養の過程で白色細胞を生 じる株が
存在 した。ここで生 じた白色F2細 胞を単離培養 して感染実験を行 ったところ、
人為的に緑色細胞から得 られた白色細胞や白色F1細 胞に比べ共生藻を保持す
る能力が低 いという傾向を示 した。中でも全 く共生関係を確立しない株(9-3w
株)に ついて更に詳 しく感染過程を追跡 したところ、細胞内に取 り込まれた共
生藻が短時間のうちに死亡 し消化されていることが明らか にな った。白色細胞
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を生 じた緑色F2細 胞では、長期間にわたって共生藻は維持されていたが、共
生藻の凝集塊形成や細胞質内での不均等な分散が観察された。またこれらの細
胞の分裂時には、共生藻の不均等な分配による白色細胞の生成が起こることが
示された。白色細胞を生じたF2細胞で見られたこれらの現象は、Ysa2細胞が
示 した形質と共通のものであった。実験結果を総合 して、Ysa2細胞は共生藻
の維持機構に異常を持つ自然突然変異であると結論された。
共生関係を安定に維持するためには、宿主による共生藻の増殖制御が必要で
あるとこれまでに議論されてきている。共生関係の維持機能に変異を持っYsa2
の存在も、この考えを支持している。しかしミドリゾウリムシの細胞内共生に
おいては、どのように共生藻の増殖制御が成されているかこれまで明らかにさ
れていなかった。そこで、宿主内での共生藻の増殖に着目し、感染初期のミ ド
リゾウリムシの細胞を用いる事によって、どの様な因子が共生藻の増殖に影響
を与えるかを解析した。その結果、光の有無にかかわらずゾウリムシが飢餓条
件に置かれると共生藻の増殖は低く、反対にゾウリムシに餌を与えると光が無
くても共生藻は増殖することが明らかになった。短期間での動態の観察から、
飢餓状態に置かれたゾウリムシに餌を与えてから10時 間後に細胞内で共生藻
の分裂が誘導されていることが明らかになった。この分裂誘導は窒素源や炭素
源の不足に由来する受動的なものではなく、ゾウリムシ側のタンパク質合成を
必要とする能動的なものであることが示唆された。タンパク質の合成という宿
主細胞の働きが必要であるというこれらの実験結果から、ミドリゾウリムシに
おける共生関係の維持は宿主が共生藻の分裂を積極的に制御する強い制御機構
であると結論された。
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Symbioticrelationship
betweenP.bu・rsariaandalgae
Fromhost
N-source?
DivisiOncontro1?
Digestive
vaCUole
Digestion
?
Fromalgae
Releaseofmaltose
＼ 。/Av。iding
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algaeinPV
Fig.1aSymbioticrelationshipbetweenParameciumbu・rs∂riaanditssymbiotic
algae・Eachalgaisenclosedbyperialgalvacuole(PV)inhostcelLAIgaeinPV
avoidlysosomalfusionandhostdigestion,whilematerialsindigestivevacuole
(DV)aredigestedbyfusionoflysosomes.Algaereleasephotosynthetically
producedmaltosetohostparamecia.ltisdiscussedthatN-sourceisgivento
algaeandaigalpopulationiscontrolledbyhostparamecia,whichsubstances
arestillunknown.
Re-establishmentofsymbioticrelationship
(lnfectionprocess)
ALIVE
Escapefromhostdigestion
Adaptationtohostcell
Establishnewsymbiosis.
◎
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LysosomefusiontoDV
Hostdigestion
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algae
Cytopharynx
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Digestivevacuole(DV)
Fig.1bRe-establishmentofsymbioticrelationshipofP.加rsaria.Whenpotential
symbioticalgaeareingestedintodigestivevacuole(DV)ofparamecia,manyof
themaredigestedbynormaldigestionprocess.However,somealgaeisolated
intonewvacuoles(PV)escapefromdigestionprocess,AlgaeinPVarenever
digestedbyhost,increaseinnumber,andthenthenewsymbioticrelationshop
arere-established.
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Fig.2StrainYsa2(a),anaturalaposymbioticcellofParamec九imbt/rsaria.
ltmateswithanormalgreencell(strainGr3,b).Magnjfication:x200.
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Fig.3NuclearstainingofarlartificiallyobtainedaposymbioticcellofP.
bursaria(a,Sj2w)andanaturalaposymbioticcell(b,Ysa2).One
macronucleusandonespindle-shapedmicronucleusareseeninboth.
Magnification二x320
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Fig.4MicroscopicobservationsofirlfectedSj2wandYsa2、(a,b)Cellsjust
afterexposuretoalgae.ThereislittledifferencebetweenSj2w(a)and
Ysa2(b).Singlealgaeprobablyisolatedintoperjalgalvacuoles
(arrowheads)andalgaeinDV(arrows)areseeninboth.(c,d)Micrographs
ofparameciafourdaysafterinfectjon.AlgaeinSj2waredispersedinthe
cytoplasm(c),whilethereareclustersofalgaeininfectedYsa2(d,
arrowheads).(e-h)VariouskindsofclustersininfectedYsa2.Thenumber
ofclustersandalgaecontainedinaclusterdifferfromcelltocell.Each
figureshowssmall-sized(e),middle-sized(f),andlarge-sizedclusters(h).
UnequaldistributionofalgalclusteroccurredinacellwithIargeclusters
(h).Magnification=x200..
?燃篶
Fig.5Unequaldistributionofsymbioticalgaeatthetimepointofcell
divisionininfectedYsa2,ThecelldMsionwouldproduceacellthatretains
wholeclusters(posterior,B)andawhitecellthathasnoalgae(anterior,
A).Magnification:x340.
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Fig.6ElectronmicrographsofclustersofalgaeininfectedYsa2cells.(a)
Someperialgalvacuoles(PV)arepartiallyfused.Themembranesofthese
PVarepartiallycontinuous(arrowheads),OnePVwhichmembranedoes
notfusewithotherPVisseen(arrow).(b)Aclu$tercontainingsixor
sevenalgaewithcontinuousmembrane.(c)AIargecluster.Manyalgaeare
involvedinthecluster.Themembraneoftheclusteriscontinuous.(d)
Fragmentsofalgalcellwallinacluster(cw).sa=symbioticalgae,mac=
macronucleusofhost.Magnification=ax6800,bx6300,cx7300,d
x12200.
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Fig.7Acridineorange(AO)stainofnormalgreenparamecia(Gr3).(a)=
Bright-field,stationaryphase.(b):Fluorescence,stationaryphase.(c)=
Bright-field,logPhase.(d)lFluorescence,logPhase.Digestivevacuoles
(arrows)andsomesmatlervesiclesorgranules(arrowheads)arestained
byAO,butperialgalvacuolesarenotstajnedinbothphases.
Magnification二x200
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Fig.8AOstainofinfectedYsa2withGr3algae,(a,b)=stationaryphase,(c,
d)=Logphase.ClustersarenotstainedbyAOinstationaryphase.丁here
aremanyvacuolesstainedbyAOandperiaigalvacuolesareslightly
stainedinlogphase.Magnification:x200
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Fig,9Temporalchangesofretentionrateandrateofcellsthathave
clusterduringstarvation.Lines(left)=Retentionrate,F川edsquare;
starved,opencircle;fed.Columns(right):Rateofcluster-bearing
cellsincellsretainingalgae.Brackcolumns;starved,whitecolumns;
fed.Rateofc)uster-bearingcellsdecreasedduringstarvationwhile
retentionratesshownosignificantdifference.Errorbarsshow
standarderrorofmean(forallgraphs).
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Fig.101nfectionofwhiteFlandF2progeniesofYsa2.Sj2wwas
usedforcontrol(emptysquare).RetentionratesofwhiteF2
progenies(redsymbols)decreasedduringculture,whilewhiteFl
progeny(blue)showedhighretentionrates.Algaeusedininfection
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Fig.111nfectionofGr3-derivedalgaetoF29-3w(lnshorttime).
Bothretentionrateandlivingalgaeperparameciumwerereduced
afterinfectioncomparedwithSj2w.24hoursafterexposure,
retentionrateofYsa2was10%(100%inSj2w)andmeannumberof
algaeperparameciumwas1.0(110inSj2w).
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Fig.12MicrographsofinfectedF29-3w.(a,b)Acelljustafterexposure
toalgae.Manyalgaeareseeninthatceil(a)andlivingalgaeshowself-
fluorescence(brightred)underUVirradiation(b).(c,d)lnfectedF29-3w
12hafterexposure.Numberofalgaedecreased(c)andthereisonlyone
iivingalgainthatcell(d).Magnification=x230.
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Fig.13MicrographsofgreenF2cellsthatareintheprocessofproducing
whitecellsduringculture.InF29-3cells,clustersofalgae(arrowheads)
andunequaldjspersionofalgae(b)areseen.lnothergre nF2cells,
brown-coloreddeadalgae(arrows)areobservedincytoplasm(c:F214-
11,d:F214-16).Magnification=x200.
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Fig.14Productionofawhitecellbyunequaidistributionofalgaeatthe
timepointofcelldivisionofF29-3.Magnification=x200.
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Fig.15Temporalchangeofthemeannumberofalgaeper
paramecium(infectedSj2wwithGr3algae)underthedifferent
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Fig.16Temporalchangeofthealgalpopulationsizeinparamecia
underthedifferentcultureconditions.Populationsizeistheproduct
ofalgalnumberperparameciumandtotalceilsofparameciain
culturemedium.
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Fig.17aInductionofalgalcelidivisionininfectedparamecia.Infed
paramecia,divisionindexofalgae(dMdingalgae/totalalgae)
increased10hoursafterfeeding,followedbyincreasinginthe
numberofalgae(18hafterfeeding).
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Fig.17bRatioofparameciathatretainedtetraspores(dividingalgae,
columns)afterfeeding.Infeedingconditions,mostofparamecia
retainedtetraspores12hoursafterfeeding,whentheinductionof
algalcelldjvisionoccurred、
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Fig.17cDivisionindicesofhostnuclei(parameciawithdividing
nuclei/totalparamecia)andsymbioticalgaeafterfeeding.Nuclear
divisionofhostshowedthemuximalvalue18hoursafterfeeding.
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Fig.181nductionofalgalcelldivisionbyfeedingformalin-fixed
bacteriaandlettucejuicemedium.Algaeinparameciadivided12
hoursafterfeeding,whichinductionwashighinhighdensitiesof
bacteria.Divisionofalgaeinlettucejujce-fedparameciashowed
maximumvalue21hafterfeeding.
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Fig.19Effectofammoniumnitrateondivisionofalgaeinstarved
paramecia.Nosignificantdifferencewasobservedbyammonium
additioncomparedwithcontrol(starved).Abbreviations:control;no
additionofammonium,10pM,100pM;additionofammoniumnitrate
ofeachconcentration,100μM+pc;100μMammoniumnitrateand
postercolorwereadded,feed;bacterizedculturemedium.
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Fig.20Effectofsodiumacetateondivisionofalgaeinstarvedparamecia.
Divisjonindicesofparameciawithacetateweresiightlyincreasedafter
addition.Abbrebiations=100μM;100μMammoniumnitrate,100pM+C;
100μMammoniumnitrateand10mMsodiumacetate,C;10mMsodium
acetate,Fed;bacterizedculturemedium,control;noadditionofN,C
sources.
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Fig.21Effectofcyctoheximide(cyc)andpuromycin(puro)on
10-houralgaldivisioninfedparamecia.Verticaiaxisshowsrelative
inhibitionofalgaldivision(%ofcontrol)andhorizontaiaxisshows
theaddjtjontimeofreagents(hoursafterfeeding).Asterisk(っ
showscontrol(noadditionofreagents)、
Hostfeeding
↓
Divisionof
algae
↓
0 2 4 6 8 10h
Hostproteinsynthesis
foralgaldivision
Signaltransduction?
Growthfactor?
Algalproteinsynthesis
foralgaldivision
Fig.22PutativetimecourseofproteinsynthesisforalgaldMsion10
hoursafterfeedingofparamecia.Algalproteinsynthesisisneededfor
theirdivision(inhibitedbycyc).lnaddition,hostproteinsynthesis
(notsecretionofammonia)isalsoneededforalga(division(inhibited
bypuro).Growthfactorisacandidatesynthesizedforalgaldivision.
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Fig.23MaintenanceofsymbioticalgaeinParamec'umbursar'a,anearlyinfection
modei.Light-yeliowboxesshowqualitativecontrolandlight-blueboxesshow
qualitativecontrol(seetext).Redarrowsareputativemutationwhichoccurred
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